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[Ca2+]i intrazelluläre Calciumionenkonzentration 
[Mg2+]i intrazelluläre Magnesiumionenkonzentration 
°C Grad Celsius 
µl Mikroliter 
3T3-L1 Adipozyten-Zelllinie  
8-Br-cGMP 8-Bromo cGMP, stabiles Analogon des cGMP 
adipoBKL2/+ Adiponektin Cre-Rekombinase transgene BK-Kanal Kontroll-Maus 
adipoBKL2/L1 
Adiponektin Cre-Rekombinase transgene Maus mit Adipozyten-spezifischer Deletion des 
BK-Kanals 
ADP Adenosin-Diphosphat 
AgRP Agouti-related Protein 
AMP Adenosin-Monophosphat 
AMSC Vorläuferzelle weißer Fettzellen (adipose tissue derived mesenchymal stem cell) 
ANP atriales natriuretisches Peptid 
APQ7 Aquaporin-7 Kanal 
APQ9 Aquaporin-9 Kanal 
ATG12 Autophagie-assoziiertes Protein 12 
ATG5 Autophagie-assoziiertes Protein 5 
ATG7 Autophagie-assoziiertes Protein 7 
ATP Adenosin-Triphosphat 
BAT braunes Fettgewebe (brown adipose tissue) 
BAT-MSC-CM Kulturmedium für mesenchymale Stammzellen aus braunem Fettgewebe 
BK+/+ BK-Kanal Wildtyp-Tier 
BK-Kanal Spannungs- und Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit großer Leitfähigkeit 
BKL1/L1 globale BK-Kanal Knockout-Maus 
BMI Body-Mass-Index 
BNP B-Typ natriuretisches Peptid (brain natriuretic peptide) 
Browning Bräunungsprozess von Fettzellen 
BSA Rinder-Serumalbumin 
Ca2+ Calcium-Ion 
CD Kontrolldiät (mit 10% der Energie aus Fett) 
cGKI cGMP-abhängige Proteinkinase Typ I 
Clcn3 Gen, welches für den Chloridkanal 3 codiert 
CNG cyclic nucleotide gated channel 
CNTNAP2 contactin-associated protein-like 2 
CO Kohlenmonoxid 
COX-2 Cyclooxygenase 2 
CREB cAMP response element-binding protein 
DIO Diät-induzierte Adipositas (diet-induced obesity) 
DIT Diät-induzierte Thermogenese 
DMEM-F12 Dulbeccos modifiziertes Adler-Medium versetzt mit Ham's nährender F12-Mixtur 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DPP4 Dipeptidylpeptidase 4 
ERK Familie der durch extrazelluläre Signale regulierte Kinasen 
etc. et cetera 
eWAT epididymales WAT 








G-Protein aktivierter einwärtsgleichrichtender Kaliumkanal (g-protein activated inwardly 
rectifying K+-channel) 
GLUT2 Glucose-Transporter Typ 2 
GLUT4 Glucose-Transporter Typ 4 
GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor (g-protein coupeled receptor) 
GWAS Genomweite Assoziations-Studie 
H+ Proton 





IK-Kanal Kalium-Kanal mit mittlerer Leitfähigkeit (intermediate conductance K+-channel) 
IL Interleukin 
IL-1 Interleukin 1 
IL-10 Interleukin 10 
IL-1ra IL-1 Rezeptor-Antagonist 
IL-6 Interleukin 6 
intWAT interscapulares weißes Fettgewebe 
IUPHAR International Union of Pharmacology 
iWAT inguinal WAT, Leistenfett 
K+ Kalium-Ion 
K2P Kaliumkanäle, welche durch das Vorhandensein von 2 Poren charakterisiert sind 
KATP ATP-abhängiger Kaliumkanal 
KCa Calcium-abhängiger Kaliumkanal 
KCNJ5 Gen, welches für GIRK4-Kanal codiert 
KCNMA1 Gen, welches für die α-Untereinheit des BK-Kanals codiert 
KCNQ1 Gen, welches für den spannungsabhängigen Kaliumkanal Kv7.1 codiert 
KIR einwärts-gleichrichtender Kaliumkanal (inward rectifier) 
Kir2.1 
einwärtsgleichrichtender Kaliumkanal welcher durch KCNJ2 codiert wird (inward rectifying 
potassium channel) 
Kir6.2 Untereinheit des KATP-Kanals, welche durch KCNJ11 codiert wird 
KNa Natrium-abhängiger Kaliumkanal 
KO Knockout 
KV spannungsabhängige Kaliumkanäle 
KV1.3 
Spannungsabhängiger Kaliumkanals der Shaker-Familie, welcher durch KCNA3 codiert 
wird 
KV4.2 Spannungsabhängiger Kaliumkanals, welcher durch KCND2 codiert wird 
LC3-I leichte Kette 3 des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 1A/1B, Form I 
LC3-II leichte Kette 3 des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 1A/1B, Form II 
LoxP locus of crossing over P1, Erkennungssequenz der Cre-Rekombinase 





Reinstwasser, welches mittels des Umkehrosmose-Systems der Firma Millipore erzeugt 
wurde 
min Minute 
mRNA messenger RNA 
X 
Abkürzung Erklärung 
mWAT mesenterisches weißes Fettgewebe 




NDS normales Eselserum (normal donkey serum) 
NE Norepinephrin 
NEG 50 Einbettungsmedium für Gewebe 
NGS normales Ziegenserum (normal goat serum) 
nM nanomolar 
NO Stickstoffmonoxid 
NP natriuretisches Peptid 
NPR-A Rezeptor für natriuretische Peptide, Typ A 
NPY Neuropeptid Y 
OH- Hydoxid-Ion 
ORO Ölrot (Oil red O) 
P statistische Irrtumswahrscheinlichkeit 
p pico 
p38MK p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
PACAP pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 
Pax7 paired box protein 7 
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (phosphate-buffered saline) 
PCR Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PD vor Beginn der Diät (prior diet) 
PDE Phosphodiesterase 
PEDF Pigment epithelium-derived factor 
PenStrep Penicillin/Streptomycin-Lösung 
PermaFluor Einbettmedium für Fluoreszenz-gefärbte Gewebeschnitte 
PET Positronen-Emissions-Tomographie 
PFA Paraformaldehyd 
PGC1α PPARγ-Coaktivator α 
PGRN Progranulin 
PKA cAMP-abhängige Proteinkinase A 
PKG cGMP-abhängige Proteinkinase 
PPARα Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptor α 
PPARγ Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptor γ 
Prdm16 Transkriptionsfaktor (PR-Domain containing Protein 16) 
pS pico Siemens 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
pWAT perirenales weißes Fettgewebe 
qRT-PCR quantitative Echtzeit PCR mit reverser Transkriptase 
rcf relative Zentrifugalkraft 
RCK Regulator der Kaliumleitfähigkeit (regulator of conductance for K+) 
RhoA kleines G-Protein Rho 
RIP140 Co-Repressor Protein 140 
RNA Ribonukleinsäure 




SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 
 XI 
Abkürzung Erklärung 
SEM Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean) 
SGLT1 Natrium-Glucose-Cotransporter (sodium/glucose co-transporter 1) 
SK-Kanal Kaliumkanal mit geringer Leitfähigkeit (small conductance K+-channel) 
SNP Single Nukleotid Polymorphismus 
Sp-cAMPS 
stabiles cAMP-Analogon ((S)-Adenosine, cyclic 3',5'-(hydrogenphosphorothioate) 
triethylammonium) 
Src Tyrosin-Kinase und Proonkogen 
Std. Stunde 
SUR1 Sulfonylharnstoff-bindende Untereinheit des KATP-Kanals 
T3 Triiod-Thyronin 
TAG1 neuronaler Marker 
TAM Tamoxifen 
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TBS-T Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween 20 (Tris buffered saline tween) 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TL Tibialänge 
TM Transmembran Domäne 
TRAM-34 selektiver Blocker des KCa3.1 
Tris Trihydroxymethylaminomethan 
TritonX-100 Zellmembranpermeabilisator 
TRP-Kanäle Familie von Ionenkanälen (transient receptor potential channels) 
TRPM Melastin-Unterfamilie der TRP-Kanäle 
TRPV Vanilloid-Unterfamilie der TRP-Kanäle 
Tween 20 Polysorbat 20 
Ucp1 Atmungskette-entkoppelndes Protein 1 (Uncoupling Protein 1) 
VSD Spannungssensor des BK-Kanals (voltage sensor domain) 









Ionenkanäle kommen in allen Plasmamembranen sowie den Membranen von Zellorganellen 
vor (Sandhiya and Dkhar, 2009). Sie stellen die Grundlage für das Ruhemembranpotential dar 
und sind von universeller Bedeutung für Erregungsbildung und Erregungsleitung in Muskel- 
und Nervenzellen. Weitere wichtige Funktionen sind Volumen- und Osmo-Regulation sowie 
die Regulation des Säure-Base-Haushalts, da sie als porenbildende Transmembranproteine 
eine wichtige Transfermöglichkeit für Ionen durch biologische Membranen darstellen. Sie 
spielen dementsprechend eine essentielle Rolle für die Funktionalität von Zellen hinsichtlich 
glattmuskulärer Kontraktion sowie für die Sekretion von Hormonen und Neurotransmittern 
(Sandhiya and Dkhar, 2009). Der In- und Efflux von Ionen folgt hierbei einem 
elektrochemischen Gradienten (passiver Transport) oder energieabhängig unter ATP-
Verbrauch durch Ionenpumpen (primär aktiver Transport).  
In der großen Klasse von Ionenkanälen stellen neben Natrium-, Calcium- und Chloridkanälen, 
insbesondere die Kaliumkanäle (K+-Kanäle) eine sehr wichtige Subpopulation dar. Bislang 
sind in Säugetieren über 75 Gene bekannt, welche für diverse Kaliumkanal-Untereinheiten 
codieren. Kaliumkanäle sind essentiell für die physiologische Funktion von Zellen und sind mit 
einer Vielzahl von Erkrankungen, wie Diabetes mellitus (Burnett et al., 1987), Epilepsie 
(Dichter, 1989; Saitsu et al., 2015), plötzlichem Herztod (Abriel et al., 2015), entzündlichen 
Signalkaskaden bei Colitits Ulcrerosa (Hansen, 2014) oder auch episodischer Ataxie (Sausbier 
et al., 2004; Zhang and Kaczmarek, 2015) assoziiert. 
Kaliumkanäle werden entsprechend ihrer Struktur, Physiologie und pharmakologischer 
Kriterien unterschieden. In der Regel basiert diese Unterteilung in Sub-/Familien und Subtypen 
auf der Anzahl an Transmembran-Domänen (TM) pro Kanal-Untereinheit. (Jenkinson, 2006). 
 













Die Einteilung erfolgt anhand der Anzahl transmembranärer Domänen (TM). Der BK-Kanal umfasst 
abweichend von dieser Klassifizierung 7 TM, wird aber auf Grund der hohen strukturellen Ähnlichkeit 
dennoch der 6TM-Klasse zugeordnet. Zur Klasse der 2TM-Kanäle zählen die einwärts-gleichrichtenden 
Kanäle (KIR) sowie ATP-abhängige Kaliumkanäle (KATP). 2-Porenkanäle (K2P) umfassen 4 TM-
Domänen. Die 6TM-umfassenden Kanäle können in zwei Subfamilien unterteilt werden: Calcium-
abhängige (KCa) und Spannungs-abhängige Kaliumkanäle (KV), wobei sich letztere anhand ihrer 
Leitfähigkeit wiederum in 3 weitere Gruppen unterteilen lassen. 
Bei 2TM-Kanälen setzen sich die einzelnen Untereinheiten aus zwei Membran-
durchspannenden Regionen und einer dazwischen liegenden Poren-Domäne zusammen. Vier 
dieser Untereinheiten bilden gemeinsam die zentrale Kanalpore aus. Den 2TM-Kanälen 
werden sowohl die ATP-abhängigen Kaliumkanäle (KATP), welche eine zentrale Rolle bei der 
Insulinfreisetzung spielen (Miki et al., 1997; Miki et al., 1998; Kishore et al., 2011; Bonfanti et 
al., 2015) zugerechnet, als auch die einwärts-gleichrichtenden K+-Kanäle (KIR, inward rectifier), 
welche sich wiederum aus klassischen KIR und G-Protein-gekoppelten KIR zusammensetzen 
(Jenkinson, 2006). 
Zur Familie der 4TM-Kanäle gehören die sogenannten 2-Poren Kaliumkanäle (K2P), wie 
beispielsweise die TREK-, TALK- und TASK-Sub-Familien. Eine Besonderheit dieser Kanäle 
ist, dass sie Untereinheiten 2 porenbildenden Domänen ausbilden. Ein funktionaler K2P-Kanal 
besteht demnach aus zwei porenbildenden Untereinheiten. 
Die 6TM Familie stellt innerhalb der Kaliumkanalsuperfamilie die größte und heterogenste 
Gruppe der Kaliumkanäle dar. Eine Untereinheit setzt sich hierbei aus sechs 
transmembranären Regionen zusammen und bildet die Poren-bildenden Domänen aus. Ein 
Tetramer der Poren-formenden Untereinheiten bildet letztlich die Kanalpore mit dem K+-
Selektivitätsfilter. Zur Familie der 6TM-Kanäle zählen 3 Sub-Familien: Zum einen die Gruppe 
der spannungsabhängigen Kaliumkanäle (KV, voltage dependent K
+-channels) mit ihren acht 
Subtypen, aber auch Natrium- (KNa) und Calcium-abhängige Kaliumkanäle (KCa) (Jenkinson, 
2006). Zu den KNa zählen streng genommen Slick und Slack, welche eine zentrale Rolle bei 
der neuronalen Entwicklung spielen, jedoch auf Grund der hohen strukturellen Ähnlichkeit ihrer 
Porenregion zu der des KCa-Kanals mit hoher Leitfähigkeit (BK-Kanal, big conductance Kanal), 
fälschlicherweise zu den KCa-Kanälen gezählt werden (Yuan et al., 2003; Kaczmarek, 2013). 
Slack (KCa4.1) und Slick (KCa4.2) werden jedoch durch Natrium- oder Chlorid-Ionen aktiviert 
(Yuan et al., 2003). Der KCa5 Kanal, auch Slo3 genannt, wird unter anderem in Spermatozoen 
exprimiert und vor allem pH-anhängig, durch Alkalisierung mittels Hydroxid-Ionen (OH-), 
aktiviert. Der Logik der hier zugrundeliegenden Nomenklatur folgend können KCa4- und KCa5-
Kanäle nur auf Grund struktureller Merkmale als „Calcium-aktivierte“-Kanäle bezeichnet 
werden. 
Die große Vielfältigkeit innerhalb der Kaliumkanal-Superfamilie wird außerdem durch eine 
Vielzahl verschiedener Spleißvarianten, post-translationale Modifikationen, der Ausbildung 
von heteromeren Kanal-Komplexen aus verschiedenen Untereinheiten derselben Subfamilie, 
sowie durch Anlagerung modulatorischer Untereinheiten noch deutlich erweitert (Shi et al., 
2005; Jenkinson, 2006; Kaczmarek, 2013). 
Wie mittels Röntgen-basierter Kristallstrukturanalyse gezeigt werden konnte ist allen Poren-
bildenden α-Untereinheiten, trotz der hohen Variabilität, eine fünf Aminosäuren lange 
Primärsequenz gemein (Doyle et al., 1998). Diese Abfolge von Threonin, Valin, Glycin, Tyrosin 
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und einem weiteren Glycin (TVGYG) bildet einen essentiellen Teil des Kanales aus, den 
sogenannten K+-Selektivitätsfilter. Dieser stellt eine Engstelle in der Pore dar und erlaubt auf 
Grund eines Ringes aus Sauerstoff-Atomen aus umgebenden Aminosäuren lediglich K+-Ionen 
den Kanal zu durchströmen (Doyle et al., 1998; Jenkinson, 2006). Die Sauerstoffatome ahmen 
hierbei die Hydrathülle nach, welche K+-Ionen normalerweise umgibt, so dass dehydriertes, 
Sauerstoff-komplexiertes K+ die Pore durchlaufen kann. Da dieser dehydrierte Zustand für 
Na+-Ionen energetisch deutlich weniger günstig ist, trägt diese Struktur essentiell zur Kalium-
Selektivität der Kanäle bei (Hodgkin and Keynes, 1955). 
1.1.1 Der BK-Kanal 
Der BK-Kanal zählt wie bereits ausgeführt (s. Kapitel 1.1) zur Familie der Calcium-abhängigen 
Kaliumkanäle. Ihnen ist gemein, dass sie, durch Öffnen oder Schließen, auf oszillierende 
intrazelluläre Calciumspiegel ([Ca2+]i) reagieren. Sie können auf Grund ihrer biophysikalischen 
Eigenschaften, insbesondere ihrer Leitfähigkeit, weiter charakterisiert und unterschieden 
werden. Die SK-Kanäle SK1-3 (small conductance) weisen mit 2-25 pS die geringste 
Leitfähigkeit auf (Kaczorowski and Garcia, 1999) und können im Gegensatz zu anderen KCa 
durch Apamin blockiert werden. Physiologisch scheinen sie vor allem bei der Verlängerung 
der Nach-Hyperpolarisation sowie der Erregbarkeit und Regulation der glatten Muskelzellen 
des Harnblasen-Detrusors eine wichtige Rolle zu spielen (Herrera and Nelson, 2002; Herrera 
et al., 2005). IK-Kanäle (intermediate conductance) weisen eine mittlere Leitfähigkeit von 25-
100 pS auf (Kaczorowski and Garcia, 1999) und sind vor allem für die Einstellung des 
Membranpotentials auf stark negative Werte von Bedeutung (Matos et al., 2007). 
Der BK-Kanal nimmt, wie bereits erwähnt, aus mehrfacher Sicht innerhalb der KCa Kanalfamilie 
eine Sonderstellung ein. Abgesehen von den sieben, anstatt der üblichen sechs TM-Domänen 
(Wei et al., 2005; Jenkinson, 2006; Sandhiya and Dkhar, 2009), ist der BK-Kanal sowohl 
Liganden-gesteuert, durch [Ca2+]i und [Mg2+]i, als auch durch Spannungsänderungen 
aktivierbar. Auf Grund seiner beachtlichen strukturellen Ähnlichkeit wird er dennoch den 6TM-
Kanälen zugeordnet (Wei et al., 2005; Jenkinson, 2006). Mit einer Leitfähigkeit von 100-300 
pS (Kaczorowski and Garcia, 1999) weist er außerdem die höchste Einzelkanal-Leitfähigkeit 
auf (Marty and Neher, 1985). Der BK-Kanal ist unter einer Reihe weiterer Synonyme (MaxiK, 
KCa1.1, KCNMA1 und Slo1) bekannt, wobei Slowpoke1 (Slo1) das für den BK-Kanal 
codierende Gen in Drosophila melanogaster darstellt (Latorre and Brauchi, 2006; Soom et al., 
2008), während KCNMA1 der Genname für die humane α-Untereinheit des BK-Kanals ist. Der 
BK-Kanal setzt sich aus einem Tetramer aus vier α-Untereinheiten zusammen (Shen et al., 
1994), welche mit einer variablen Anzahl an modulatorischen β- und γ-Untereinheiten 
assoziiert sein können (Ramanathan and Fuchs, 2002; Kotlikoff and Hall, 2003; Yan and 





Abb. 1.2: Modelldarstellung des BK-Kanals und seiner Untereinheiten 
Die α-Untereinheit setzt sich aus sieben Transmembrandomänen (0-6) zusammen, die den 
Spannungssensor beinhalten und die Kanalpore ausbilden. Der etwa 800 Aminosäuren lange C-
Terminus enthält 4 hydrophobe Segmente (dunkelblau) und ist intrazellulär lokalisiert. Die hierin 
enthaltene Calcium-bowl stellt eine von zwei RCK-Domänen dar und dient als Calciumsensor. Die 
akzessorische β-Untereinheit setzt sich aus 2 Transmembrandomänen zusammen, welche über einen 
extrazellulären Loop verbunden sind und kann die Kanalaktivität über Interaktion mit der α-Untereinheit 
modulieren. Die ebenfalls akzessorische γ-Untereinheit beinhaltet eine Transmembrandomäne und 
zeichnet sich durch einen großen extrazellulären Rest mit einer Abfolge von Leucin-reichen Motiven 
aus. Sie besitzt ebenfalls modulatorische Eigenschaften und ermöglicht eine Kanalaktivierung bei sehr 
negativen Membranpotentialen. (Quelle: JProf. Dr. Robert Lukowski, Univ. Tübingen) 
1.1.1.1 Aufbau, Struktur und Aktivierung des BK-Kanals  
α-Untereinheiten 
Die α-Untereinheit des BK-Kanals beinhaltet eine zusätzliche TM S0-Domäne, wodurch die 
kurze N-terminale Sequenz extrazellulär lokalisiert ist und mit akzessorischen β-
Untereinheiten interagieren kann (Wallner et al., 1996). Außerdem kommuniziert die S0-
Domäne direkt mit dem Spannungssensor des Kanals und beeinflusst hierüber sowohl die 
Konformation des offenen, als auch jene, des geschlossenen BK-Kanals (Koval et al., 2007; 
Liu et al., 2008b). Der C-Terminus ist hingegen nach intrazellulär orientiert. Er umfasst vier 
weitere hydrophobe Abschnitte (S7-S10) (Wallner et al., 1996; Meera et al., 1997; Toro et al., 
1998). Die eigentliche Kanalpore wird durch eine, in die Membran hinein ragende, 
Aminosäuresequenz zwischen den Segmenten S5 und S6 ausgebildet und enthält die für 
Kaliumkanäle typische Konsensus-Sequenz, welche den K+-Selektivitätsfilter darstellt (s. 
Kapitel 1.1) (Salkoff et al., 2006). Das S4-Segment beinhaltet eine konservierte Sequenz aus 
mehreren positiv geladenen Arginin-Resten und bildet zusammen mit vier weiteren Aspartat- 
und Argininresten innerhalb der S1-S3 Domänen den primären Spannungssensor (VSD, 
voltage sensor domain) (Horrigan and Aldrich, 1999; Liu et al., 2008a). Durch dessen 
Aktivierung kommt es, wie auch bei der Aktivierung durch Ca2+, zu einer 
Konformationsänderung des Kanals, wodurch die Porenregion öffnet und somit einen Kalium-
Ausstrom ermöglicht (Xia et al., 2002; Magleby, 2003; Niu et al., 2004). Die 
Spannungsabhängigkeit der BK-Öffnung variiert dabei stark in Abhängigkeit der intrazellulären 
Calcium-Konzentration, weshalb BK-Kanäle sehr oft in Caveolin-reichen Abschnitten der 
Zellmembranen physiologisch an spannungsabhängige Ca2+-Kanäle gekoppelt sind. Hierüber 
werden lokal hohe [Ca2+]i erreicht, was wiederum die BK-Kanal-Öffnung erleichtert (Lu et al., 
2006). Auch das Ruhemembranpotential spielt für die spannungsabhängige Aktivierung des 
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Kanales eine zentrale Rolle. So kann der BK-Kanal in erregbaren Zellen im Bereich positiver 
Spannungen auch unabhängig von einer Aktivierung der VSDs in den aktiven Zustand 
übergehen (Horrigan and Aldrich, 1999). Eine Erklärung hierfür bietet das von Horrigan et al. 
entwickelte Modell zur allosterischen Öffnung des Kanals, welches zwei Schritte der 
Konformationsänderung beschreibt. Zum einen die Aktivierung der VSD, zum anderen die 
Öffnung des BK-Kanals. Keiner der beiden Schritte ist für den anderen unabdingbar, allerdings 
beeinflussen sie sich gegenseitig über einen allosterischen Mechanismus (Cui et al., 1997; 
Horrigan and Aldrich, 1999; Cui et al., 2009). 
Der große intrazelluläre C-Terminus weist mehrere verschiedene Sequenzen zur Regulation 
der Kaliumleitfähigkeit auf, die sogenannten RCK-Domänen (regulator of conductance for K+), 
und beinhaltet außerdem mehrere sensorische Abschnitte für weitere intrazelluläre Liganden. 
Während geringe Änderungen im intrazellulären Haushalt nur wenige BK-Kanäle aktivieren, 
können lokale Ca2+-Spitzen zusätzliche Kanäle akquirieren (Clapham, 2007). Durch den 
starken Kalium-Efflux kommt es über einen negativen Feedback-Mechanismus zu einer 
effizienten Repolarisation der Membran in Folge dessen spannungsabhängige Ca2+-Kanäle 
wieder schließen und der Ca2+-Einstrom versiegt. Wie in den späten 1990er Jahren entdeckt 
wurde, kann neben Calcium-Ionen und Spannungsänderungen auch intrazelluläres 
Magnesium ([Mg2+]i) den BK-Kanal Calcium-unabhängig aktivieren (Golowasch et al., 1986; 
Oberhauser et al., 1988; Shi and Cui, 2001; Zhang et al., 2001; Yang et al., 2007). 
Native BK-Kanäle sind sehr oft Teil makro-molekularer Signalkomplexe, welche weitere 
Ionenkanäle (Berkefeld et al., 2006; Fakler and Adelman, 2008) und/oder Enzyme (Alioua et 
al., 2002; Williams et al., 2004; Lu et al., 2006) beinhalten, die beispielsweise über De-/ 
Phosphorylierung und/oder Oxidationsmechanismen die BK-Aktivität beeinflussen (Schubert 
and Nelson, 2001; Santarelli et al., 2004). Darüber hinaus können auch Moleküle wie Lipide, 
Häm, Protonen (H+) Kohlenstoffmonoxid (CO) oder Stickstoffspezies die BK-Kanalfunktion 
modulieren. Proteinkinasen wie die cAMP-abhängige Proteinkinase (PKA), die cGMP-
abhängige Proteinkinase Typ I (cGKI) oder auch die Proteinkinase C (PKC) beeinflussen die 
Zellfunktion, indem sie die apparente Ca2+- und Spannungs-Sensitivität des BK-Kanals 
modulieren (Schubert and Nelson, 2001). Letztere scheint in glatten Muskelzellen den BK-
Kanal zu inhibieren, während sowohl die PKA als auch die cGKI zu einer Aktivierung führen, 
was sich primär in einem Anstieg der Ca2+-Sensitivität des BK-Kanals manifestiert (Nelson and 
Quayle, 1995; Jaggar et al., 2000). Darüber hinaus scheinen auch die cyclischen Nukleotide 
cAMP und cGMP sowohl über eine Kreuzaktivierung der cGKI und nachfolgender 
Phosphorylierung (White et al., 2000) sowie über direkte Interaktion mit einer Kanal-
assoziierten Kinase BK-Kanäle zu aktivieren (Peng et al., 1996; Schubert and Nelson, 2001; 
Zhou et al., 2001). Der BK-Kanal reagiert außerdem auf steigende [H+]i durch Öffnung der 
Kanalpore (Maingret et al., 1999), wodurch der Kaliumstrom erhöht wird ohne dabei die 
Einzelkanal-Ströme zu beeinflussen (Hayabuchi et al., 1998; Avdonin et al., 2003; Park et al., 
2007; Hou et al., 2008). Auch freies intrazelluläres Häm fungiert möglicherweise als 
Signalmolekül am BK-Kanal. Durch die Koordination von Häm kommt es möglicherweise zu 
einer Vergrößerung des gating rings und somit zu dessen Interaktion mit der VSD (Horrigan 
et al., 2005). Auch das durch den Abbau von Häm mittels Häm-Oxygenase (HMOX) 
entstehende Degradationsprodukt CO übt modulatorische Effekte auf den BK-Kanal aus. 
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Dabei scheint sowohl eine direkte Aktivierung des Kanals durch CO zu erfolgen, wie auch eine 
cGMP-abhängige Phosphorylierung des Kanals nach CO Stimulation (White et al., 2000; 
Jaggar et al., 2002; Johnson et al., 2003; Xi et al., 2004). Die Hypothese, dass es sich bei dem 
BK-Kanal um einen membranständigen Gas-Sensor handelt (Jaggar et al., 2002) wird von der 
Modifikation des Kanals durch reaktive Sauerstoff-Spezies und Stickstoff-haltige Gase 
untermauert (Hou et al., 2009). Auch eine Modulierung des BK-Kanals durch Lipide, 
insbesondere die Beeinflussung der spannungs-abhängigen Öffnung durch membranständige 
Phospholipide, konnte gezeigt werden (Xu et al., 2008; Zhou et al., 2012). 
Neben der Vielzahl an modulierenden intrazellulären Liganden, ist die Funktion des BK-Kanals 
sehr stark von der Interaktion mit modulatorischen β- und γ-Untereinheiten abhängig (Lu et al., 
2006; Yan and Aldrich, 2010; Gonzalez-Perez et al., 2015). Jeder BK-Kanal-Komplex besteht 
hierbei aus einem Tetramer aus α-Untereinheiten, welche mit 0-4 β- sowie 0-4 γ-
Untereinheiten interagieren können (Garcia-Calvo et al., 1994; Yan and Aldrich, 2012; Zhang 
and Yan, 2014; Gonzalez-Perez et al., 2015). 
β-Untereinheiten 
Bislang wurden vier Gene identifiziert, welche für die verschiedenen β-Untereinheiten (β1-β4) 
des BK-Kanals codieren (Tseng-Crank et al., 1996; Wallner et al., 1996; Jiang et al., 1999; 
Behrens et al., 2000; Brenner et al., 2000). Die unterschiedlichen Isoformen werden Gewebe-
abhängig exprimiert (Zarei et al., 2001) und besitzen eine Reihe gemeinsamer struktureller 
Eigenschaften. Allen vier β-Untereinheiten ist gemein, dass sie aus jeweils zwei 
transmembranären Domänen (TM) aufgebaut sind, welche über eine extrazelluläre Schleife 
miteinander verbunden sind. Sowohl der C- als auch der N-Terminus sind dementsprechend 
intrazellulär lokalisiert (Orio et al., 2002). Ihre modulatorische Wirkung auf die α-Untereinheiten 
des BK-Kanals kommt vermutlich durch eine Interaktion der extrazellulären Schleife mit der 
S0-Einheit und dem ebenfalls extrazellulär lokalisierten N-Terminus der α-Untereinheit 
zustande. Die β1-Untereinheit wird vor allem in der glatten Muskulatur sowie in Haarzellen der 
Cochlea exprimiert (Orio et al., 2002), während β2-Untereinheiten besonders im Gehirn und 
den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks exprimiert werden (Xia et al., 1998). β3-
Untereinheiten konnten vor allem in Pankreas und Hoden nachgewiesen werden (Xia et al., 
2000), β4-Untereinheiten hingegen in erster Linie im Gehirn sowie im Detrusormuskel der 
Blase (Brenner et al., 2000; Chen and Petkov, 2009). Die β1 und β2 Untereinheiten scheinen 
in erster Linie einen Anstieg der Calcium-Sensitivität des Kanals zu bedingen (Behrens et al., 
2000; Brenner et al., 2000; Orio et al., 2002). Außerdem sind β2 Untereinheiten in der Lage, 
den BK-Kanal schnell und vollständig zu inaktivieren (Wallner et al., 1999; Xia et al., 1999; 
Uebele et al., 2000). Die verschiedenen Spleißvarianten der β3 Untereinheit mediieren eine 
schnelle aber unvollständige Inaktivierung von BK-Strömen (Uebele et al., 2000; Xia et al., 
2000), wohingegen β4 Untereinheiten komplexe Effekte auf die BK-Kanalfunktion ausüben, 
welche von der Ca2+-Konzentration abhängig sind. Während die Calcium-Sensitivität bei 
niedrigen Ca2+-Konzentrationen zusätzlich verringert wird sorgt die β4 Untereinheit bei hohen 
[Ca2+]i für eine höhere Sensitivität der BK-Kanäle (Brenner et al., 2000; Ha et al., 2004; Wang 
et al., 2006; Contreras et al., 2012) 
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γ-Untereinheiten 
Im Laufe der letzten Jahre wurden vier weitere Strukturen identifiziert, welche mit BK-α-
Untereinheiten interagieren und sich darüber hinaus durch ein wiederkehrendes Leucin-
reiches Motiv (LRRC, leucin-rich repeat containing protein) auszeichnen (Yan and Aldrich, 
2012; Hoshi et al., 2013; Zhang and Yan, 2014). Auf Grund gegenüber den β-Untereinheiten 
klar verschiedenen modulatorischen Eigenschaften wurden diese als neue Gruppe von 
Untereinheiten klassifiziert. Die γ-Untereinheiten entfalten ihre BK-Kanal modulierenden 
Eigenschaften, indem sie dessen Spannungs-Abhängigkeit hin zu negativeren Spannungen 
verschieben. Das heißt, der Kanal kann auch bei sehr negativen Membranpotentialen 
unabhängig von der [Ca2+]i aktiviert werden (Yan and Aldrich, 2012; Zhang and Yan, 2014). 
Das Ausmaß dieser Linksverschiebung der spannungsabhängigen Aktivierbarkeit differiert 
hierbei stark zwischen den jeweiligen Untereinheiten (Yan and Aldrich, 2010, 2012; Hoshi et 
al., 2013; Zhang and Yan, 2014). Darüber hinaus scheint LRRC55 (γ3) auch Effekte auf die 
Calcium-Sensitivität des BK-Kanals zu haben (Yan and Aldrich, 2012). Auf Grund dieser 
Veränderung der BK-Aktivierungs-Modalitäten ermöglichen die γ-Untereinheiten auch in nicht-
erregbaren Zellen eine Aktivierung des BK-Kanals unter physiologischen Bedingungen. Auch 
hinsichtlich ihres Expressionsmusters unterschieden sich die γ-Untereinheiten: Während γ1 
vor allem in Trachea, Prostata und den Speicheldrüsen exprimiert wird ist γ2 vor allem im 
Skelettmuskel und den Hoden vorzufinden. Die γ3-Untereinheit hingegen scheint spezifisch für 
das neuronale System zu sein, wohingegen sich das breite Expressionsmuster der γ4-
Untereinheiten über Skelettmuskel, Thymus, Nebenniere und auch Cerebellum und Hoden 
erstreckt (Yan and Aldrich, 2012; Evanson et al., 2014; Zhang and Yan, 2014). Für Fettgewebe 
wurde unseres Wissens bislang keine Untersuchung zur Expression der γ-Untereinheiten 
durchgeführt. 
1.1.1.2 Gewebeverteilung von BK-Kanälen 
Der BK-Kanal wird weitgehend ubiquitär in einer Vielzahl von verschiedenen Zellen und 
Geweben exprimiert (Salkoff et al., 2006). Insbesondere in erregbaren Zellen wie glatten 
Muskelzellen und Neuronen des zentralen sowie des enterischen Nervensystems ist die BK-
Expression signifikant stärker ausgeprägt ist, als in anderen Gewebetypen (Gribkoff et al., 
2001; Latorre and Brauchi, 2006). Diese weitreichende BK-Kanalexpression spiegelt, neben 
den vielfältigen Möglichkeiten der Aktivierung und Modulation, die besondere Bedeutung des 
BK-Kanals und seine facettenreichen physiologischen und pathophysiologischen Funktionen 
wieder. Der BK-Kanal wurde jedoch nicht nur in der äußeren Zellmembran verschiedener 
Gewebe (Wellman and Nelson, 2003), sondern auch in den inneren Mitochondrien-
Membranen von Monozyten, Kardiomyozyten, Neuronen und anderen Zellsystemen 
nachgewiesen (Zoratti et al., 2009; Balderas et al., 2015). Insbesondere in glattmuskulären 
Geweben spielt der BK-Kanal eine zentrale Rolle und seine Expression konnte bislang unter 
anderem in Organen wie Darm, Harnblase, Atemwegen, Gefäßen und dem Corpus 
cavernosum (Savaria et al., 1992; McCobb et al., 1995; Herrera et al., 2000; Werner et al., 
2005) nachgewiesen werden. Eine besonders starke BK-Kanalexpression konnte mittels 
immunhistochemischer Färbungen und in situ Hybridisierungs-Experimenten in bestimmten 
Regionen des Gehirns nachgewiesen werden (Sausbier et al., 2004; Sausbier et al., 2006). Im 
Einleitung 
8 
Telencephalon konnten insbesondere im cerebralen Cortex, im Olfaktorischen Bulb sowie in 
den Basalganglien und dem Hippocampus ausgeprägte BK-Kanal Färbungen detektiert 
werden. Im Zwischenhirn wies die BK-Expression vor allem in Kernregionen des dorsalen und 
ventralen Thalamus eine hohe Dichte auf und auch der Locus Coeruleus und der 
Vestibularapparat wiesen in entsprechenden Untersuchungen eine starke BK-
Immunreaktivität auf (Sausbier et al., 2006). Auf zellulärer Ebene scheinen BK-Kanäle sowohl 
prä- als auch postsynaptische lokalisiert zu sein und insbesondere in Somata, Dendriten, 
Axonen und synaptischen Endknöpfchen vorzukommen (Sausbier et al., 2004; Sausbier et al., 
2006), wo sie auf Grund ansteigender intrazellulärer Calciumkonzentrationen durch Öffnung 
von Liganden-abhängigen (Isaacson and Murphy, 2001) oder Spannungs-abhängigen 
Calciumkanälen (Womack et al., 2004), sowie durch die Freisetzung von Calcium aus 
intrazellulären Speichern über Ryanodin-Rezeptoren (Chavis et al., 1998) aktiviert werden 
können. Für das Cerebellum konnte gezeigt werden, dass BK-Kanal mRNA vorwiegend in 
Purkinjezell-Somata exprimiert wird, wohingegen die mRNA-Expressionslevel der 
Molekularschicht sowie der Körnerzellschicht deutlich schwächer ausgeprägt waren (Sausbier 
et al., 2006). Auf Proteinebene hingegen, konnte mittels immunhistochemischer Färbung vor 
allem in der Molekularschicht, im Soma von Purkinjezellen sowie in der Körnerzellschicht eine 
starke BK-Kanal Expression detektiert werden (Sausbier et al., 2006). Dass der BK-Kanal auch 
in den inneren Haarzellen der Cochlea exprimiert wird und dort eine zentrale Rolle hinsichtlich 
des altersabhängigen Hörvermögens spielt, belegen verschiedene Studien (Ruttiger et al., 
2004; Beurg et al., 2005). Weitere Sinneswahrnehmungen wie beispielsweise Riechvorgänge, 
werden vermutlich ebenfalls BK-abhängig moduliert, worauf die besonders starke BK-
Expression beispielsweise im Olfaktorischen Bulb hindeutet (Sausbier et al., 2006). Erst 
kürzlich konnten Forscher nachweisen, dass die BK-Kanal-Aktivität in direktem 
Zusammenhang mit den Geruchssensitivität von Xenopus laevis steht (Bao et al., 2015). 
1.1.1.3 Die physiologischen Funktionen des BK-Kanals 
Der BK-Kanal hat eine wichtige Steuerungsfunktion für die Regulation des Membranpotentials 
und die damit verbundenen physiologischen Abläufe. Durch seine Aktivierung kommt es unter 
physiologischen Bedingungen zu einem vermehrten Kaliumausstrom aus der Zelle, was 
wiederum für eine Hyperpolarisation der Membran und damit einhergehend eine verringerte 
Erregbarkeit der entsprechenden Membranen verantwortlich ist. Da dies zum Schließen 
spannungsabhängiger Calciumkanäle führt, ist der BK-Kanal unter anderem auch in der Lage, 
die Freisetzung verschiedener Neurotransmitter durch die Steuerung der intrazellulären 
Calciumionenkonzentration zu regulieren. 
Für eine detaillierte Aufklärung der Rolle des BK-Kanals in physiologischen und 
pathophysiologischen Prozessen war neben in vitro Analysen insbesondere die Generierung 
einer BK-Kanal-defizienten Mauslinie (BKL1/L1) ein probates Mittel für weitere Untersuchungen. 
Die Deletion des Exon 7, welches für die Porenbildende Region sowie einen Abschnitt des S6-
Segmentes codiert (Sausbier et al., 2004), ist wie beschrieben mit cerebellärer Ataxie und 
Störungen der lokomotorischen Aktivität, sowie einer Purkinjezell-Dysfunktion assoziiert 
(Sausbier et al., 2004). Des Weiteren weisen BK-Kanal-defiziente Tiere eine ausgeprägte 
Hypertonie auf (Patterson et al., 2002; Kotlikoff and Hall, 2003; Sausbier et al., 2005; Wu and 
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Marx, 2010), welche mit einem vorliegenden Hyperaldosteronismus sowie einer 
beeinträchtigten Vasodilatation, insbesondere der kleinen Arterien und Arteriolen, einhergeht 
(Sausbier et al., 2005; Ledoux et al., 2006; Wu and Marx, 2010). Auch weitere glattmuskuläre 
Organe, welche den BK-Kanal exprimieren, werden engmaschig von der BK-Funktion 
kontrolliert und gesteuert. Neben der Kontraktilität der glatten Muskulatur der Blutgefäße 
konnte auch gezeigt werden, dass die Kontraktionsfähigkeit des Darms durch BK-Kanäle 
beeinflusst wird. Sowohl die globale, als auch eine glattmuskelspezifische Deletion des Kanals 
führte in Kontraktionsuntersuchungen an Ileumringen im Organbad zu einer erhöhten 
Kontraktilität des Ileums, sowie zu einer verminderten cGMP-vermittelten Relaxation der 
ilealen Ringmuskulatur (unveröffentlichte Diplomarbeit, Julia Illison, Universität Tübingen, 
2010). Neben der Kontraktilität des Darmes wird auch die Kalium-Sekretion im Kolon direkt 
durch die BK-Kanal-Aktivität beeinflusst (Sorensen et al., 2008; Sorensen et al., 2010). Des 
Weiteren führt eine Dysfunktion des glattmuskulären BK-Kanals zu Reizblasensymptomatik 
und Inkontinenz (Meredith et al., 2004; Sprossmann et al., 2009; Hristov et al., 2013) und ist 
darüber hinaus mit Erkrankungen wie erektiler Dysfunktion (Werner et al., 2005; Werner et al., 
2008; Zhang et al., 2010b) assoziiert. Auch auf die bronchiale Kontraktilität scheint der BK-
Kanal Einfluss zu nehmen, da BK-Kanal-defiziente Mutanten sowohl eine reduzierte 
cholinerge Bronchokonstriktion aufweisen, als auch eine verstärkte Isoprenalin-mediierte 
Bronchodilatation. Dies macht deutlich, dass der BK-Kanal eine dominante Rolle in der 
Regulation des Tonus der Atemwegsmuskulatur spielt und seine Deletion mit einer 
verminderten bronchialen Kontraktilität assoziiert ist. Neben glattmuskulären Effekten ist der 
BK-Kanal auch an der vesikulären Freisetzung von Neurotransmittern beteiligt. In diesem 
Zusammenhang wurden auch Effekte des BK-Kanals auf die Insulinfreisetzung aus 
pankreatischen β-Zellen untersucht. So konnte erst kürzlich gezeigt werden, dass die Deletion 
des BK Kanals in vitro zu einer verringerten Insulinfreisetzung infolge eines Glucose-Stimulus 
führt. Dies stellt eine mögliche Erklärung für die beobachtete verschlechterte Glucosetoleranz 
der BKL1/L1 in vivo dar (Dufer et al., 2011). 
Neben der Deletion des BK-Kanals scheint auch die verstärkte Aktivität des Kanals mit einer 
Reihe von Krankheiten assoziiert. Du et al. konnten in einer Studie mit humanen Probanden 
zeigen, dass eine erblich bedingte Mutation des KCNMA1-Gens, welche durch Steigerung der 
Calcium-Sensitivität des Kanals zu einer Zunahme der BK-Aktivität führt, direkt mit einem 
erhöhten Risiko für die Entstehung primär generalisierter epileptischer Anfälle einhergeht (Du 
et al., 2005). In einer genomweiten Assoziationsstudie konnte außerdem ein Zusammenhang 
zwischen schwerer Adipositas und einem SNP im KCNMA1-Gen in Menschen festgestellt 




1.2 Übergewicht und Adipositas: Ätiologie, Pathologie und 
Folgeerkrankungen einer Volkskrankheit 
Das Auftreten von Übergewicht und Adipositas hat in den letzten Jahren immer mehr 
zugenommen und mittlerweile weltweit pandemische Ausmaße angenommen. Allein in den 
Jahren von 1980 bis 2014 hat sich die Zahl der übergewichtigen und adipösen Erwachsenen 
mehr als verdoppelt. Darüber hinaus nimmt diese Volkskrankheit vor allem auch im Kindes- 
und Jugendalter alarmierende Ausmaße an. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) gibt an, 
dass im Jahr 2014 weltweit mehr als 1,9 Milliarden Menschen über 18 Jahren an Übergewicht 
litten. Mehr als 600 Millionen davon, wurden sogar als adipös klassifiziert. Dies entspricht 39% 
bzw. 13% der Bevölkerung. Besonders alarmierend sind Erkenntnisse, dass darüber hinaus 
im Jahr 2013 bereits mehr als 42 Millionen Kinder unter 5 Jahren an Übergewicht oder 
Adipositas litten (WHO, Fact sheet N°311, 2015). Obwohl die WHO, in Zusammenarbeit mit 
vielen Staaten, weitreichende Maßnahmen und Kampagnen zum Kampf gegen Übergewicht 
und Adipositas gestartet hat nimmt deren Prävalenz in mehr als der Hälfte aller Länder 
weiterhin massiv zu. So konnte in einer großangelegten Untersuchung der WHO in Europa 
zwischen 2001 und 2005 lediglich in 4 Ländern (Deutschland, Österreich, Frankreich, 
Vereinigtes Königreich (England)) ein leichter Rückgang an kindlichem und jugendlichem 
Übergewicht verzeichnet werden. Männer und Jungen scheinen grundsätzlich häufiger von 
Übergewicht und Adipositas betroffen zu sein, als Frauen und Mädchen. (WHO, Fact sheet 
2.3, 2009). 
In den meisten Fällen kommt Übergewicht durch ein Ungleichgewicht zwischen zugeführter 
und verbrauchter Energie zustande. In der heutigen Gesellschaft werden körperliche 
Tätigkeiten immer mehr durch Aufgaben ersetzt, welche ohne größere körperliche 
Anstrengung im Sitzen oder Stehen absolviert werden können. Durch das steigende Angebot 
an öffentlichen und privaten Verkehrsmitteln reduziert sich außerdem auch die täglich zu Fuß 
zurückgelegte Strecke stark, was in den meisten entwickelten Ländern sowie in 
Entwicklungsländern in einem allgemeinen Bewegungsmangel resultiert. Zur gleichen Zeit 
nimmt die täglich pro Kopf zugeführte Energie massiv zu. Während die tägliche Kalorienzufuhr 
pro Person im Jahr 1963 bei durchschnittlich 2300 kcal lag, waren es 1971 bereits 2440 kcal, 
1992 sogar 2720 kcal und für das Jahr 2010 lag der prognostizierte durchschnittliche 
Energiekonsum bei 2900 kcal pro Tag (WHO, 2000) (Seidell, 2000). Dies ist zum einen auf ein 
massiv erhöhtes Nahrungsangebot in den letzten Jahrzehnten zurück zu führen, aber auch 
die Zusammensatzung und Art unserer Ernährung hat sich in den letzten Jahren stark 
verändert. Die Energiedichte der Nahrung und insbesondere auch der zugeführten Getränke, 
ist durch den hohen Anteil an Fett und Zucker in diesen Lebensmitteln immer mehr gestiegen. 
Gleichzeitig werden immer weniger Ballaststoffe, Mineralien und natürliche Vitamine 
konsumiert, was zu einer kalorischen Überernährung bei oftmals gleichzeitig auftretenden 
Mangelerscheinungen führt.  
Auffallend bei dieser Entwicklung ist außerdem, dass auch in immer mehr 
Entwicklungsländern Übergewicht zu einem pandemischen Problem wird. Diese Länder und 
auch Länder mit einem mittleren Einkommen, haben hierbei immer häufiger mit einer 
doppelten Last zu kämpfen: Während in weiten Landstrichen Unterernährung noch immer ein 
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großes Problem darstellt, nimmt Adipositas in diesen Ländern aus sozioökonomischen 
Gründen zur gleichen Zeit ebenfalls immer mehr zu, da Zucker- und Fett-reiche Nahrung mit 
einer hohen Kaloriendichte oftmals deutlich günstiger und auch leichter zu erwerben sind, als 
eine ausgewogene, Ballaststoff und Gemüse- bzw. Obst-reiche Ernährung. (WHO, Fact sheet 
N°311, 2015). 
Die durch verschiedene Faktoren bedingte Entwicklung von Übergewicht geht in der Regel 
nicht nur mit einer stark gesteigerten Fetteinlagerung in den eigentlichen Fettdepots einher, 
sondern auch mit massiver Fettakkumulation in Organen wie Leber und Muskulatur, was in 
der Folge zu Muskelschwäche und einer Nicht-Alkohol-induzierten Fettleber (NAFLD), sowie 
daraus resultierend zu einer Lebersteatose und bis hin zum Lebercarzinom führen kann 
(Lavallard and Gual, 2014; Saponaro et al., 2015). Darüber hinaus sind auch pankreatische 
Inselzellen von einer vermehrten Fettanreicherung betroffen, was direkten Einfluss auf die β-
Zellfunktion haben kann. Da Fettgewebe neben seiner Funktion als Fettspeicher und 
mechanischem Schutz auch sezernierende Effekte hat, wird durch einen Anstieg der 
Körperfettmasse auch die Menge der sezernierten Adipokine wie Adiponektin, Leptin und 
Resistin erhöht. Auch Entzündungsmediatoren wie TNFα oder Interleukine werden im 
Fettgewebe gebildet und aus diesem abgegeben, was wiederum zur chemotaktischen 
Anlockung von Makrophagen und deren Aktivierung führen kann. Diese aktivierten 
Makrophagen sind wiederum in der Lage weitere Cytokine freizusetzen, was zu einer 
massiven Aktivierung von Makrophagen und Monozyten führt (Roth et al., 2004) und mit einer 
Abnahme der Insulinsensitivität einhergeht (Xu et al., 2003b; Nishimura et al., 2009a). Wie 
Untersuchungen im Tiermodell zeigen konnten, scheinen insbesondere CD8-positive T-Zellen 
bei der Entzündungs-assoziierten Insulinresistenz eine zentrale Rolle zu spielen (Nishimura et 
al., 2009a; Nishimura et al., 2009b). Adipositas kann außerdem zu schweren 
Stoffwechselstörungen, insbesondere zur Manifestation von Diabetes mellitus Typ 2 führen 
(Colditz et al., 1990; Harris et al., 1998). Interessanterweise ist auch die Häufigkeit des 
Auftretens von Diabetes mellitus Typ 1 in Gegenwart von Fettleibigkeit erhöht (Hypponen et 
al., 2000; Kibirige et al., 2003). Darüber hinaus ist auch bekannt, dass die Koexistenz von 
Adipositas und chronischer Hyperglykämie vermehrt zu vaskulären Schädigungen führt 
(Combe et al., 2004; Kanaya et al., 2004). Da diese wiederum einen Risikofaktor für die 
Entstehung einer (vaskulären) Demenz darstellen ist es nicht weiter verwunderlich, dass 
Hyperglykämie und Fettleibigkeit auch das Demenzrisiko massiv steigern (Gustafson et al., 
2003; Kanaya et al., 2004; Arnoldussen et al., 2014). Weitere Folgeerkrankungen und 
Endorganschädigungen wie Hypertonie und andere kardiovaskuläre Erkrankungen (Mahajan 
et al., 2015), Hypoventilation und obstruktive Atemwegsbeschwerden (Verbraecken and 
McNicholas, 2013; Jones et al., 2015), Gelenkschmerzen, Arthrose und rheumatoide Arthritis 
(Daien and Sellam, 2015) (Pedersen et al., 2006; Crowson et al., 2013; Wesley et al., 2013) 
können ebenso eine Folge von Überernährung und Adipositas sein, wie Pankreaskarzinome 
und andere Krebserkrankungen (Berger, 2014). Aber auch psychologische Folgen von 
Übergewicht und Adipositas, wie soziale Ausgrenzung, massive Einschränkungen des 
Selbstbewusstseins bis hin zu klinischen Depressionen, teils im Zusammenhang mit erhöhter 
Suizidgefahr, stellen bedeutende Folgeerkrankungen von Adipositas dar. 
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Übergewicht ist eine weit verbreitete und komplexe, multifaktorielle Erkrankung die jedoch eine 
starke familiäre Häufung aufweist. Dieses vermehrte Auftreten innerhalb einer Familie, ist nicht 
nur auf sozioökonomische Ursachen wie das Essverhalten und den Lebensstil 
zurückzuführen, sondern beruht oftmals auf genetischen Faktoren und deren hoher 
Erblichkeit, welche die Entstehung von Adipositas begünstigen oder ihre Ausprägung 
verstärken (Bouchard, 1991; Farooqi et al., 2003; Roth et al., 2004; Farooqi, 2008; Lee, 2009; 
Ahmad et al., 2013). Dies konnte anhand von Zwillingsstudien und Studien mit adoptierten 
Kindern festgemacht werden, welche zeigten, dass die Häufung von Adipositas unter eineiigen 
Zwillingen deutlich stärker ausgeprägt ist, als unter zweieiigen Zwillingen oder anderen 
Geschwistern (Stunkard et al., 1986a; Allison et al., 1996; Maes et al., 1997). Das 
Körpergewicht und der BMI adoptierter Kinder hingegen glich oftmals eher dem der 
biologischen Eltern, als dem der Adoptiveltern in deren Umfeld die Kinder aufwuchsen 
(Stunkard et al., 1986b; Bouchard et al., 1988; Tambs et al., 1992; Vogler et al., 1995). Diese 
Befunde lassen auf eine genetische Prädisposition mancher Personengruppen gegenüber der 
Entwicklung von Übergewicht und Adipositas schließen (Friedman, 2003). 
Entwicklungsgeschichtlich stellten diese einen Vorteil hinsichtlich einem Schutz gegenüber 
Hunger und Unterernährung dar, in der heutigen, adipogenen Umgebung aus übersteigertem 
Nahrungsangebot, einhergehend mit oft massivem Bewegungsmangel, unterstützen sie 
jedoch die Ausprägung und Ausbreitung von Adipositas. In den letzten Jahren wurden unter 
anderem eine Vielzahl an Genom-weiten Untersuchungen und Assoziations-Studien 
durchgeführt, um die genauen zu Grunde liegenden genetischen Variationen zu erfassen. Da 
der adipöse Phänotyp jedoch, sogar innerhalb einer Familie auf Grund einer Vielzahl an 
weiteren Einflüssen wie Umfeld, Verhalten, Einkommen etc., eine sehr heterogene 
Ausprägung hat, waren diese nur von geringem Erfolg gezeichnet (Lee, 2009). Lediglich für 
wenige, schwere Formen der Adipositas, wie dem Bardet-Biedl- oder dem Prader-Willi-
Syndrom, war es bislang möglich, die verursachenden Gene zu identifizieren, wobei ihre der 
Pathogenese zugrundeliegenden molekularen Mechanismen noch immer weitgehend unklar 
sind (Boutin and Froguel, 2001). Wie Übergewicht scheint auch Schlankheit erblich zu sein 
(Forbes et al., 1995), weshalb auch die Erforschung von „Schlank-Genen“ einen neuen Ansatz 
für potentielle Therapieansätze zur Bekämpfung von Adipositas darstellt.  
Die WHO definiert Übergewicht und Adipositas hierbei anhand des BMI (Body-Mass-Index), 
dem Verhältnis des Körpergewichtes [kg] zum Quadrat der Körpergröße [cm2].  
Klassifizierung  BMI 
Untergewicht < 18,5 
Normalgewicht 18,5-24,9 
Übergewicht 25,0-29,9 
Adipositas Grad I 30,0-34,9 
Adipositas Grad II 35,0-39,9 
Adipositas Grad III ≥40,0 
Tab. 1.1: Klassifizierung von Adipositas anhand des Body-Mass-Index (BMI) 
Diese Diagnosemethode betrachtet jedoch lediglich das Gesamtkörpergewicht, nicht jedoch 
den Muskel- und Fettanteil der Patienten, so dass auch Personen mit einer sehr hohen 
Muskelmasse und nur geringem Fettanteil einen erhöhten BMI aufweisen und somit fälschlich 
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als adipös klassifiziert werden. Darüber hinaus ist bekannt, dass nicht nur der allgemeine 
Fettanteil, sondern insbesondere die Verteilung des Körperfettes hinsichtlich der Entstehung 
von Folgeerkrankungen eine zentrale Rolle spielt. Die vorwiegend bei Frauen beobachtete 
gynoide Form der Fettleibigkeit beschreibt eine vermehrte Einlagerung von Fett im 
gluteofemoralen Bereich des Körpers (Pouliot et al., 1990; Terry et al., 1991; Pouliot et al., 
1994) und stellt nur ein geringfügig erhöhtes Risiko für die kardiovaskuläre Gesundheit dar. 
Beim sogenannten Androiden Typ, welcher sich durch eine vermehrte Fetteinlagerung im 
oberen Körperbereich auszeichnet und vor allem bei Männern vorkommt, kommt es hingegen 
zu einer massiven Anreicherung von viszeralem Bauchfett (Kissebah et al., 1989). 
Insbesondere diese Einlagerung von viszeralem Fett ist mit schwerwiegenden metabolischen 
und kardiovaskulären Folgeerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2 (Pyorala et al., 1987; 
Kissebah et al., 1989) und daraus resultierende Retinopathien, Neuropathien oder auch 
Nephropathien, sowie makrovaskulären Erkrankungen (Pyorala et al., 1987), 
Glucoseintoleranz, Hyperinsulinämie und Insulinresistenz assoziiert (Bergstrom et al., 1990; 
Pouliot et al., 1992; Despres et al., 2001). Aus diesem Grund ist eine Beurteilung von 
Übergewicht oder Adipositas allein anhand des BMI wenig aussagekräftig. Auch das gerne 
verwendete Taillen-Hüft-Verhältnis weist Schwächen auf, da eine allgemeine Zunahme des 
Körpergewichtes sowohl zu einer Zunahme des Hüft- als auch des Taillenumfanges führen 
kann und somit nicht notgedungen auch mit einer Veränderung des Taillen-Hüft-Verhältnis 
einhergehen muss (Pouliot et al., 1994; Lemieux et al., 1996). Aus diesem Grund ist eine 
einfach Messung des Taillenumfanges (Pouliot et al., 1994; Lemieux et al., 1996) oder eine 
Körperstrukturanalyse mittels bildgebender Verfahren oder bioelektrischer Impedanzmessung 
wesentliche besser geeignet, das Ausmaß einer Adipositas, sowie die damit assoziierten 
Risiken für kardiovaskuläre oder metabolische Folgeerkrankungen abschätzen zu können. 
Wie Forscher erst jüngst nachweisen konnten, spielt neben genetischer Prädisposition und 
dem Umfeld, sowie dem persönlichen Verhalten, auch das Darmmikrobiom eine essentielle 
Rolle bei der Regulation des Körpergewichtes. Erste Untersuchungen zum Zusammenhang 
des Darmmikrobioms und Körpergewichtsveränderungen im Mausmodell zeigten auf, dass 
Wildtyp-Tiere 42% mehr Körperfett aufwiesen als keimfreie Tiere, obwohl diese wiederum 29% 
mehr Futter zu sich nahmen (Backhed et al., 2004). Die Verabreichung von zökalen Proben 
aus Wildtyp-Tieren führte in keimfreien Mäusen sogar zu einer Zunahme des Körperfettanteils 
um 57% und einem Anstieg von 61% hinsichtlich des eWAT (Backhed et al., 2004), was durch 
die Gabe von Fäkalproben aus ob/ob Tieren noch gesteigert werden konnte (Weaver et al., 
1986). Außerdem konnte die Gabe von therapeutisch modifizierten Bakterien im Mausmodell 
das Körpergewicht von Tieren auf Hochfett-Diät deutlich und signifikant reduzieren (Chen et 
al., 2014) und auch in Menschen konnten erste, erfolgreiche Stuhltransplantationen zur 
Reduktion des Körpergewichtes durchgeführt werden (Ley et al., 2005). So ist es nicht weiter 
verwunderlich, dass die Gabe von Antibiotika im Zuge der Behandlung bakterieller Infektionen 
durch ihren Eingriff in die Zusammensetzung des Darmmikrobioms auch die 
Nährstoffverwertung nachhaltig beeinflussen kann (Ley et al., 2005; Ley et al., 2006). Diese 
Veränderungen in der Nahrungsverwertung können die Entstehung von Adipositas fördern, 
weshalb Antibiotika oftmals auch in der Tierzucht Anwendung finden (Gustafson and Bowen, 
1997). Es scheint dementsprechend, als hätten die schätzungsweise 1014 verschiedenen 
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Mikroben unseres Gastrointestinaltraktes weitreichende Einflüsse auf Metabolismus und 
Energiehomöostase (Savage, 1977; Backhed et al., 2005). Insbesondere drei verschiedene 
Enterotypen können hierbei differenziert werden: Enterotyp 1 weist einen besonders hohen 
Anteil, an Bacteroides auf, während sich Enterotyp 2 durch eine Anreichung von Prevotella im 
Colon auszeichnet. Im Enterotyp 3 hingegen stehen vor allem Ruminococcus im Vordergrund 
(Arumugam et al., 2011). Insbesondere der Enterotyp 1, mit seiner Anreicherung an 
Bacteroides, scheint mit einer Vielzahl an Krankheiten wie Morbus Crohn, Diabetes mellitus 
Typ 2 und auch Adipositas assoziiert (Turnbaugh et al., 2009; Arumugam et al., 2011). Aber 
auch das Verhältnis von Firmicutes und Bacteroides scheinen sowohl in Maus als auch 
Mensch eine wichtige Rolle hinsichtlich Adipositas zu spielen (Schwiertz et al., 2010; Zhang 
et al., 2010a). Obwohl die Datenlage teilweise widersprüchlich ist, verdichten sich die Hinweise 
auf einen direkten Zusammenhang zwischen erniedrigten Bacteroides Leveln und der 
Entstehung von Adipositas (Ley et al., 2005; Ley et al., 2006; Turnbaugh et al., 2006). So 
konnten in übergewichtigen Menschen, gegenüber Schlanken, reduzierte Level an 
Bacteroides nachgewiesen werden. Vor allem ein Gewichtsverlust dieser Subjekte konnte den 
Anteil an Bacteroides über die Zeit wieder steigern, während die Zusammensetzung und der 
Kaloriengeholt der Nahrung wenig Einfluss auf das Darm-Mikrobiom hatten (Ley et al., 2006). 
Veränderungen der Darm-Mikrobiom-Populationen scheinen dementsprechend in direktem 
Zusammenhang mit Veränderungen der Körpergewichtes zu stehen (Ley et al., 2006; Barlow 
et al., 2015). 
1.3 Die Energiehomöostase 
Ein äußerst komplexes System aus verschiedenen afferenten Signalwegen und efferenten 
Effektoren moduliert und steuert die Energiehomöostase, welche das Gleichgewicht zwischen 
Energiezufuhr und Energieverbrauch beschreibt (Cooke and Bloom, 2006). Sowohl neuronale 
Schaltkreise als auch periphere hormonelle Einflüsse greifen hierbei ineinander. Kommt es zu 
einem chronischen Energieüberschuss in diesem fein justierten System, sind exzessive 
Fetteinlagerungen und Adipositas die Folge. Bereits geringfügige Verschiebungen der 
Energiehomöostase in den positiven Bereich um weniger als 0,5 %, können auf Dauer zu einer 
signifikanten Gewichtszunahme führen (Hagan and Niswender, 2012). 
1.3.1 Zentrale Energiehomöostase 
Die Nahrungsaufnahme und der Energieverbrauch werden im Körper maßgeblich durch ein 
komplexes neuronales Netzwerk im Vorderhirn und im Hirnstamm reguliert und gesteuert. 
Hierbei spielen afferente vagale Einflüsse durch zirkulierende Hormone (Insulin, Leptin, PYY, 
Ghrelin, etc.), Signale aus dem Gastrointestinaltrakt und Nährstoffe aus der zugeführten 
Nahrung (Fettsäuren, Glucose, Proteine) eine ebenso wichtige Rolle, wie höhere kortikale 
Faktoren und Informationen aus dem Stammhirn, wie beispielsweise körpereigene 
Belohnungssysteme und Emotionen (Elias et al., 1999; Saper et al., 2002; Simpson et al., 
2009). Besonders der Hypothalamus hat eine Schlüsselrolle bei der Aufrechterhaltung des 
energetischen Gleichgewichtes im menschlichen Körper, da er auf die beschriebenen 
afferenten Informationen durch efferente Signaltransduktion und die Freisetzung von 
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orektischen (NPY, AgRP) oder anorektischen (CART, POMP) Neuropeptiden reagiert 
(Williams et al., 2000; Simpson et al., 2009; Suzuki et al., 2010). 
Der Hypothalamus kann in verschiedene, komplex verbundene Kernregionen unterteilt 
werden. Hierbei unterscheidet man den Nucleus arcuatus (ARC), den Nucleus 
paraventricularis (PVN), den ventromedialen Nucleus (VMN) sowie den dorsomedialen 
Nucleus (DMN) und laterale hypothalamische Bereiche (LHA). 
Nucleus arcuatus 
Der Funktionen des Nucleus arcuatus beruhen auf zwei eigenständigen neuronalen 
Populationen: Während Neuronen, welche Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related Protein 
(AgRP) co-exprimieren die Nahrungsaufnahme steigern, können Neuronen, welche Pro-
Opiomelanocortin (POMC) und Kokain- und Amphetamin-reguliertes Transkript (CART) 
bilden, das Hungergefühl unterdrücken und somit die Nahrungsaufnahme reduzieren. Diese 
neuronalen Populationen sind in der Lage mit anderen Bereichen des Hypothalamus, wie dem 
PVN, dem DMN oder den LHA zu kommunizieren und regulieren auf diese Weise maßgeblich 
die Nahrungszufuhr (Simpson et al., 2009; Suzuki et al., 2010; Suzuki et al., 2012). Die 
Lokalisation des ARC an der Eminentia mediana ist hierbei äußerst vorteilhaft, da die Blut-
Hirn-Schranke in diesem Bereich durchlässig ist und den ARC somit für zirkulierende Hormone 
gut zugänglich macht (Broadwell and Brightman, 1976). 
Nucleus paraventricularis 
Der Nucleus paraventricularis wird hauptsächlich durch Projektionen über NPY/AgRP oder 
POMC/CART aus dem Nucleus arcuatus angesteuert (Suzuki et al., 2012) und beinhaltet 
Neuronen, welche die anorektischen Faktoren Thyreotropin-freisetzendes Hormon (TRH) und 
Corticotropin-freisetzendes Hormon (CRH) exprimieren. In verschiedenen Arbeiten konnte 
gezeigt werden, dass die Injektion verschiedener Orexigene und Anorexigene in den PVN 
Auswirkungen auf Nahrungsaufnahme und Körpergewicht hat (Stanley et al., 2005). Eine 
Beschädigung des PVN steht darüber hinaus mit Hyperphagie und Adipositas im 
Zusammenhang (Leibowitz et al., 1981). Zusammengenommen führen diese Befunde zu dem 
Schluss, dass der Nucleus paraventricularis eine inhibierende Rolle hinsichtlich 
Nahrungsaufnahme und Körpergewichtszunahme innehat. 
Lateraler Hypothalamus 
Neben dem PVN projiziert der Nucleus arcuatus auch in Bereiche des lateralen Hypothalamus 
und beinhaltet selbst in erster Linie die orektischen Neuropeptide Melanin-konzentrierendes 
Hormon (MCH) und Orexin, auch Hypokretin genannt (Suzuki et al., 2012). Während eine 
MHC-Überexpression in direktem Zusammenhang mit Übergewicht und Insulinresistenz zu 
stehen scheint, zeigen MHC-defiziente Tiere sowie Mäuse mit einem MHC-Rezeptor-Defekt 
einen schlanken Phänotyp (Ludwig et al., 2001; Marsh et al., 2002). Hypokretin exprimierende 
Neuronen projizieren vorwiegend in den Olfaktorischen Bulb, den Kortex sowie in 
verschiedene Regionen des Hypothalamus und des Stammhirns und weisen hierbei 
hauptsächlich orektische Effekte auf (Peyron et al., 1998; Suzuki et al., 2010; Suzuki et al., 
2012). Aber auch Blutdruck, Körpertemperatur und insbesondere der Schlaf-Wach-Rhythmus 
werden über Orexin A und Orexin B moduliert (Peyron et al., 1998; Hagan et al., 1999; Hagan 
and Niswender, 2012). 
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Dorsomedialer und ventromedialer Nucleus 
Der dorsomediale Nucleus wird von NPY/AgRP-Neuronen aus dem Nucleus arcuatus 
angesteuert (Stanley et al., 2005; Wynne et al., 2005) und projiziert zum PVN (Jacobowitz and 
O'Donohue, 1978). Läsionen des DMN sind mit Adipositas und Hyperphagie assoziiert, was 
auf eine Appetit-zügelnde Funktion des dorsomedialen Nucleus schließen lässt (Bernardis and 
Bellinger, 1987; Suzuki et al., 2012). In ventromedialen Kernregionen konnten besonders 
starke Expressionen des BDNF (brain-derived neurotrophic factor) nachgewiesen werden. 
BDNF-reiche VMN-Neuronen unterdrücken die Nahrungsaufnahme über den Melanocortin 4-
Rezeptor (Xu et al., 2003a). Die Deletion BDNF-reicher Neuronen in VMN oder DMN resultierte 
im Tiermodell in Hyperphagie und Adipositas (Unger et al., 2007). 
Über direkt orektische oder anorektische Effekte hinaus scheint der Hypothalamus, 
insbesondere LHA, ARC und VMN, auch Glucose-Sensoren zu beinhalten, welche eine direkte 
Reaktion auf intrazelluläre Glucose-Level aufweisen (Gonzalez et al., 2009). 
1.3.2 Periphere Energiehomöostase 
Neben der zentral neuronalen Steuerung von Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch im 
Hypothalamus oder dem Stammhirn, spielen auch periphere, meist hormonell gesteuerte 
Prozesse, eine wichtige Rolle im Energiestoffwechsel. Sezerniert werden diese Hormone aus 
drei verschiedenen Quellen: Neben klassischen endokrinen Organen sind auch Fettgewebe 
sowie der Gastrointestinaltrakt in der Lage, bestimmte Substanzen zur Steuerung der 
Energiehomöostase freizusetzen. Auf Grund der im Bereich des Nucleus arcuatus sowie des 
Stammhirns durchlässigen Blut-Hirn-Schranke, sind auch diese peripher freigesetzten 
Signalmoleküle in der Lage, direkt mit dem Hypothalamus zu interagieren und das 
Sättigungsgefühl zu modulieren (Chaudhri et al., 2008a). 
Bei der Nährstoffbedingten Freisetzung von Hormonen, können olfaktorische, akustische oder 
visuelle Reize bereits in der kephalen Phase, vor der Aufnahme von Nahrung, neuronale 
Signalkaskaden auslösen und hierbei die Nahrungsaufnahme, sowie das Sättigungsgefühl 
beeinflussen (Valassi et al., 2008). 
1.3.2.1 Intestinale und pankreatische Hormone  
Der Darm-Pankreas Komplex spielt auf Grund der Vielzahl an hier sezernierten Peptiden eine 
zentrale Rolle bei der Kontrolle der Energiehomöostase (Murphy and Bloom, 2006; Chaudhri 
et al., 2008b; Chaudhri et al., 2008c). Neben den pankreatischen Polypeptiden sind hinsichtlich 
der Darm-Hirn-Achse auch Folgeprodukte des Proglucagon, sowie Ghrelin, Obestatin, 
Cholecystokinin und Amylin von großer Bedeutung. 
Insulin 
Insulin ist das möglicherweise am besten untersuchte Hormon in der Regulation von 
Nahrungsaufnahme und Energiehomöostase. Es stellt hierbei einen der wichtigsten Faktoren 
zur Aufrechterhaltung einer physiologischen Blutglucose-Konzentration dar. Insulin wird als 
Folge ansteigender BG-Werte und dem damit einhergehenden, vermehrten GLUT2-
assoziierten Transport von Glucose in pankreatische Zellen von den β-Zellen der 
Langerhans’schen Inseln des Pankreas sezerniert (Hedeskov, 1980). Ein Anstieg der 
zirkulierenden Insulinspiegel sorgt wiederum für eine verstärkte Glucoseaufnahme in 
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Zielorgane wie Muskel und Leber und senkt hierdurch die BG-Konzentration. Die breite 
Verteilung von Insulinrezeptoren in vielen Organen wie Leber, Skelettmuskel, Fettgewebe aber 
auch weiten Regionen des zentralen Nervensystems zeigen bereits deutlich seine essentielle 
Rolle hinsichtlich der peripheren und zentralen Energiehomöostase (Havrankova et al., 1987). 
Auf Grund der besonderes hohen Dichte an Insulin-Rezeptoren in NPY/AgRP- und 
POMC/CART-reichen Neuronen werden diese als Schwerpunkt für die zentrale Insulin-
Wirkung angesehen (Plum et al., 2005; Porte et al., 2005). Insulin wird jedoch nicht nur akut, 
als schnelle Reaktion auf ansteigende BG-Werte sezerniert, sondern auch in Abhängigkeit der 
Fettmasse (Polonsky et al., 1988). So ist Insulin beispielsweise in der Lage, die im Endothel 
lokalisierte Lipoproteinlipase zu aktivieren, was zur Freisetzung von freien Fettsäuren führt, 
welche wiederum von Zellen zur Fettsynthese herangezogen werden können (Morigny et al., 
2015). Außerdem weist Insulin stark anti-lipolytische Effekte auf, da die Bindung von Insulin 
an seinen Rezeptor zu Aktivierung des PI3K-Signalweges führt. Der hierbei entstehende 
Anstieg an PIP3 führt wiederum zu einer verstärkten Aktivierung der Phosphodiesterase 3 
(PDE3), welche lipolytisch aktives cAMP zu 5‘-AMP degradiert (Morigny et al., 2015). Auf diese 
Weise kann Insulin dem lipolytischen Effekt von Catecholaminen, nicht jedoch dem der 
natriuretischen Peptide, entgegenwirken. Darüber hinaus werden weitere anti-lipolytische 
Effekte von Insulin diskutiert. In einer Studie an Nagetieren konnte gezeigt werden, dass der 
Insulin-vermittelte Anstieg der Glucose-Aufnahme zur vermehrten Bildung von Laktat führt (Cai 
et al., 2008; Ahmed et al., 2010), wodurch im Folgenden die Laktat-vermittelte Aktivierung des 
GPR81-Rezeptors verstärkt wird, welcher wiederum direkt die Catecholamin-aktivierte 
Lipolyse blockiert (Ahmed et al., 2010). 
Störungen in der Insulinfreisetzung oder die Entwicklung einer Insulinresistenz werden durch 
schwerwiegende chronische Hyperglykämien charakterisiert und sind mit Erkrankungen wie 
Diabetes mellitus Typ 1, Diabetes mellitus Typ 2 sowie Adipositas und dem metabolischen 
Syndrom assoziiert. Aber auch kardiovaskuläre Erkrankungen sowie verschiedene Formen 
von Krebs stehen mit chronischer Hyperglykämie und der daraus resultierenden 
Glykosylierung verschiedener Protein im Zusammenhang. 
Cholecystokinin 
Cholecystokinin (CCK) war das erste Darm-Hormon, dem eine Rolle bei der Appetit-
Regulation zugeordnet werden konnte (Gibbs et al., 1973). CCK wird postprandial durch einen 
hohen Anteil an Fett und Aminosäuren im Nahrungsbrei aus den enteroendokrinen I-Zellen 
des Duodenums sowie des Jejenums sezerniert (Liddle et al., 1985). Die Plasma CCK-Spiegel 
steigen daraufhin innerhalb 15 min stark an, fallen jedoch auf Grund der geringen 
Halbwertszeit auch recht zügig wieder ab (Liddle et al., 1985). Die Infusion von CCK konnte in 
schlanken Menschen die Nahrungsaufnahme reduzieren (Kissileff et al., 1981), ebenso führte 
sie in Ratten zu einer Verringerung der Mahlzeitgröße (West et al., 1984). Gleichzeitig wurde 
im Tiermodell jedoch eine kompensatorische Erhöhung der Frequenz der Nahrungsaufnahme 
beobachtet (West et al., 1984). Neben seiner Appetit-zügelnden Wirkung wird dem CCK auch 
ein stimulierender Einfluss auf die Enzymfreisetzung aus dem Pankreas sowie der Gallenblase 
zugesprochen. In Studien konnte außerdem eine potentielle Interaktion von CCK mit Leptin (s. 
Kapitel 1.3.2.2) sowohl hinsichtlich einer kurzzeitigen Inhibierung der Nahrungsaufnahme als 
auch bezüglich einer Langzeit-Gewichtsreduktion beobachtet werden (Owyang and 
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Heldsinger, 2011). So konnte in Leptin-defizienten Mäusen durch CCK-Administration kein 
Effekt auf die Nahrungsaufnahme erzielt werden (Barrachina et al., 1997; Owyang and 
Heldsinger, 2011). 
Pankreatischen Polypeptide 
Die Familie der pankreatischen Polypeptide setzt sich aus dem Neuropeptid Y (NPY), dem 
Peptid YY (PYY) sowie dem pankreatischen Polypeptid (PP) zusammen. Die aus jeweils 36 
Aminosäuren bestehenden Peptide zeichnen sich hinsichtlich ihrer Tertiärstruktur durch ihre 
U-Form auf, wobei das Haarnadel-Motiv essentiell für die Rezeptorbindung und die G-Protein 
vermittelte Signaltransduktion zu sein scheint (Michel et al., 1998; Lin et al., 2004). Während 
PYY und PP vom Darm sezerniert werden, ist NPY insbesondere in zentral neuronalen 
Regionen zu finden (Tatemoto and Mutt, 1980). 
Peptid YY (Peptid Tyrosin Tyrosin), welches sich durch seine N- und C-terminale Tyrosin-
Reste auszeichnet, zählt zu den Sättigungshormonen (Tatemoto and Mutt, 1980). Während 
die Konzentration an zirkulierendem PYY im nüchternen Zustand sehr gering ist, nimmt diese 
in Folge von Nahrungszufuhr, proportional zur aufgenommenen Kalorienmenge rapide zu, 
wobei das PYY-Maximum nach 1-2 Stunden erreicht wird. Die PYY-Konzentrationen bleiben 
jedoch über einen Zeitraum von mehreren Stunden erhöht (Adrian et al., 1985). Auch 
hinsichtlich der ilealen Bremse, einem negativen Feedback-Mechanismus, bei welchem die 
Detektion von Nährstoffen im Colon zu einer Motilitätshemmung im oberen Gastrointestinal-
Trakt führt (Spiller et al., 1984), scheint neben Fett als Nährstoff auch PYY beteiligt zu sein 
(Wen et al., 1995). Darüber hinaus wurde beschrieben, dass PYY über bislang nicht vollständig 
geklärte Mechanismen sowohl den Energieverbrauch regulieren, als auch die 
Magenentleerung verlangsamen und Kontraktion der Gallenblase wie auch die exokrine 
Sekretion des Pankreas inhibieren kann (Ashby and Bloom, 2007; Sloth et al., 2007). 
Das Pankreatische Polypeptid wird, wie sein Name bereits nahelegt, von pankreatischen 
Zellen der Langerhans-Inseln als Reaktion auf Nahrungszufuhr sezerniert. Über Interaktion mit 
dem Y4-Rezeptor in Hirnstamm und Hypothalamus hat PP direkte anorektische Effekte 
(Asakawa et al., 2003). Die PP-Plasmaspiegel unterliegen einem zirkadianen Rhythmus: 
Während die Konzentration an PP in den frühe Morgenstunden sehr gering ist, nimmt sie im 
Laufe des Tages immer mehr zu und erreicht ihr Maximum in den späten Abendstunden 
(Adrian et al., 1976). Die postprandiale PP-Freisetzung scheint hierbei direkt proportional zur 
zugeführten Kalorienmenge und ist auch sechs Stunden nach Nahrungsaufnahme noch erhöht 
(Adrian et al., 1976). In Leptin-defizienten ob/ob-Mäusen konnte durch wiederholte 
intraperitoneale Applikation von PP sowohl das Körpergewicht reduziert, als auch eine 
bestehende Insulinresistenz verbessert werden (Asakawa et al., 2003). 
Proglucagon-Familie 
Zu den Folgeprodukten der Proglucagon-Familie zählen neben den Glucagon-like Peptiden 1 
und 2 (GLP-1, GLP-2) auch Oxyntomodulin (OXM) sowie Glucagon. Die Proglucagon-Gene 
werden insbesondere in Pankreas sowie in den L-Zellen des Dünndarms und im Stammhirn 
exprimiert (Tang-Christensen et al., 2001; Holst, 2004). Während Glucagon in erster Linie im 
Pankreas vorkommt sind OXM sowie GLP-1 und GLP-2 die Hauptprodukte in Hirn und 
Dünndarm (Tucker et al., 1996). 
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GLP-1 wird als Reaktion auf die Verwertung von Nährstoffen zusammen mit PYY von den L-
Zellen des Darms sezerniert. Es entfaltet seine Wirkung über die Aktivierung des GLP-1-
Rezeptors und stimuliert hierbei die Aktivität der Adenylyl-Cyclase, was wiederum zu einem 
Anstieg der cAMP-Konzentration führt (Holst, 2007). Neuere Untersuchungen an Ratten legen 
nahe, dass GLP-1 nicht nur nach Nahrungszufuhr, sondern bereits in der kephalen Phase, in 
Vorfreude auf eine Mahlzeit, ausgeschüttet werden kann (Vahl et al., 2010). Neben der 
Reduktion der Nahrungsaufnahme unterdrückt GLP-1 auch die Glucagon-Freisetzung und 
verzögert die Entleerung des Magens (Cummings and Overduin, 2007). Über die 
anorektischen Effekte hinaus weist es außerdem eine potente inkretorische Wirkung auf, 
indem es die Glucose-anhängige Insulin-Freisetzung stimuliert. GLP-1 wird über enzymatische 
Degradation durch Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) abgebaut und renal eliminiert (Mentlein et 
al., 1993; Deacon, 2004), was in einer enorm kurzen Plasma-Halbwertszeit des Proteins von 
lediglich 1-2 Minuten (Vilsboll et al., 2003) resultiert. Eine GLP-1 basierte Therapie von 
Diabetes mellitus Typ 2 oder Adipositas ist aus diesem Grund bislang nicht möglich. Dennoch 
scheint eine ausreichend modifizierte GLP-1 basierte Anwendung des Peptides 
vielversprechend. 
Oxyntomodulin weist wie auch GLP-1 sowohl anorektische Effekte als auch Inkretin-Aktivität 
auf. Es wird zusammen mit PYY und GLP-1 durch L-Zellen des distalen Gastrointestinal-
Traktes co-sezerniert. Die Menge an zirkulierendem OXM ist hierbei direkt proportional zur 
zugeführten Menge an Energie (Ghatei et al., 1983). Die Applikation von OXM ist sowohl in 
Nagetieren wie auch im Menschen mit einer Verringerung der Nahrungsaufnahme, sowie 
einem Anstieg des Energieverbrauches assoziiert (Dakin et al., 2001; Cohen et al., 2003; 
Wynne et al., 2006). 
Die Rolle von Glucagon im Glucose-Stoffwechsel ist gut untersucht und nahezu vollständig 
verstanden. Es wird von pankreatischen α-Zellen als Reaktion auf eine bestehende 
Hypoglykämie gebildet und sezerniert und gilt dementsprechend als Gegenspieler des von β-
Zellen der Langerhans-Inseln sezernierten Insulin (s. Kapitel 1.3.2.1, Abschnitt Insulin). Durch 
Aktivierung des Gs-gekoppelten Glucagon-Rezeptors kommt es zu einer Aktivierung der 
Adenylyl-Cyclase und in Folge dessen zu einer cAMP-anhängigen Aktivierung des Glucose- 
und Fettstoffwechsels. Darüber hinaus wurde beschrieben, dass die Applikation von Glucagon 
die Nahrungsaufnahme reduziert, was möglicherweise durch Modulation des Vagustonus 
sowie der Magenentleerung mediiert wird (Martin and Novin, 1977; Geary et al., 1992). Dass 
neben der Reduktion der Nahrungsaufnahme auch das Körpergewicht verringert werden kann, 
konnte bereits 1957 gezeigt werden. Allerdings gingen diese Effekte mit einer Hyperglykämie 
einher (Schulman et al., 1957). Dennoch konnte sowohl der Zustand von Ernährungs-
assoziiertem Übergewicht als auch die damit verbundene Glucose-Intoleranz durch parallele 
Aktivierung des GLP-1-Rezeptors und des Glucagon-Wirkmechanismus klar verbessert 
werden (Day et al., 2009; Pocai et al., 2009). 
Ghrelin (Growth hormone release inducer) wird zum Großteil von den Belegzellen des 
Magenfundus-Epithels gebildet (Date et al., 2000). Zu einem weitaus geringeren Anteil sind 
auch ε-Zellen des Pankreas, der Darm sowie der Hypothalamus und der Dickdarm in der Lage, 
das Peptid zu sezernieren (Hosoda et al., 2006). Auf Grund seiner orexigenen Wirkung über 
die Stimulation von NPY und AgRP co-exprimierenden Neuronen im Hypothalamus, sind die 
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Level an zirkulierendem Ghrelin vor Nahrungsaufnahme erhöht, sinken postprandial jedoch 
schnell ab (Cummings et al., 2001). Auch während des Fastens sind erhöhte Ghrelin-Level zu 
detektieren (Tschop et al., 2000), ebenso wie in Folge von Schlafmangel (Yildiz et al., 2004), 
wodurch die Entstehung von Adipositas begünstigt werden kann. 
Obestatin wird aus Präproghrelin gebildet, welches vom Magenepithel sezerniert wird (Zhao 
et al., 2008), weist jedoch im Gegensatz zu Ghrelin Appetit-zügelnde Effekte auf und reduziert 
die Nahrungsaufnahme und die Entleerungsgeschwindigkeit des Magens, was in Nagern zu 
einem Gewichtsverlust führt (Lacquaniti et al., 2011). 
Amylin wird in Folge von Nahrungszufuhr und ansteigenden Blutglucose-Spiegeln 
gemeinsam mit Insulin aus den β-Zellen des Pankreas sezerniert und fungiert vermutlich als 
Appetit-zügelndes Hormon. Die genauen zu Grunde liegenden Mechanismen sind bislang 
nicht geklärt, sowohl eine Inhibierung der NPY-Freisetzung als auch die Modulation des 
dopaminergen Systems durch Amylin werden diskutiert (Reda et al., 2002). In 
Übergewichtigen konnten höhere Level des Hormons nachgewiesen werden, als in schlanken 
Subjekten (Reda et al., 2002; Reinehr et al., 2007) und die Gabe von Amylin scheint mit einer 
Reduktion von Nahrungsaufnahme und Körpergewicht assoziiert zu ein (Rushing et al., 2000). 
Neben dieser Vielzahl an hormonellen Einflüssen aus Pankreas und Darm spielt im 
Gastrointestinaltrakt auch das Darmmikrobiom eine zentrale Rolle bei der Regulation der 
Nährstoffverwertung und des Körpergewichtes (Musso et al., 2010b, a), was unter Kapitel 1.2 
näher ausgeführt wurde. 
1.3.2.2 Adipokine als periphere Regulatoren des Energiestoffwechsels 
Fettgewebe ist neben seiner Funktion als passiver Energiespeicher auch in der Lage, 
sekretorisch auto- und parakrine Funktionen auszuüben. Diese Eigenschaft ist besonders in 
den letzten Jahren immer mehr in den Fokus der Forschung gerückt (Proenca et al., 2014) 
(Ahima and Lazar, 2008; Ahima and Osei, 2008), so dass das Fettgewebe mittlerweile als das 
größte endokrine Organ des Körpers gilt (Smitka and Maresova, 2015). Die vom Fettgewebe 
sezernierten sogenannten Adipokine umfassen neben Leptin, Adiponektin, Tumor-Nekrose-
Faktor alpha (TNFα), Interleukin 6 (IL-6) und Resistin auch weniger bekannte Vertreter wie 
Adipolin, Visfatin, Omentin, Pigment-Epithel derived Factor (PEDF) sowie Progranulin 
(PGRN). Sie alle spielen eine mehr oder weniger wichtige Rolle hinsichtlich der Regulation 
von Nahrungsaufnahme, Glucose- und Fettstoffwechsel, beeinflussen teilweise signifikant die 
Insulinsensitivität oder sogar die Insulinresistenz von Skelettmuskel, Leber und Fettgewebe 
und sind in der Lage Entzündungsgeschehen sowie die Adipogenese und die Gefäßfunktion 
zu beeinflussen (Smitka and Maresova, 2015) (Romacho et al., 2013). Insbesondere eine 
Zunahme an pro-inflammatorischen Hormonen oder ein Absinken anti-entzündlicher 
Substanzen wie Adiponektin oder Omentin des Fettgewebes wurden hierbei als wichtige 
Faktoren bei der Entstehung von Insulinresistenz, Übergewicht sowie kardiovaskulären 
Erkrankungen identifiziert (de Souza Batista et al., 2007; Romacho et al., 2013; Knights et al., 
2014; Proenca et al., 2014). Doch auch erst kürzlich entdeckten Adipokinen wie PEDF und 
PGRN konnten bereits Effekte hinsichtlich der Insulinsensitivität nachgewiesen werden 
(Famulla et al., 2011; Li et al., 2014). 
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Diese Vielzahl an Adipokinen und ihre verschiedenen Funktionen sind unter anderem auf den 
heterogenen Zellverband von Fettgeweben zurück zu führen, welcher nicht nur aus reifen 
Fettzellen, sondern darüber hinaus auch aus einer Stroma-vaskulären Fraktion besteht. Diese 
setzt sich wiederum aus einer Vielzahl von Zelltypen wie Endothelzellen, Neuronen, 
immunkompetenten Zellen, Fibroblasten, Myozyten, undifferenzierten Präadipozyten und 
vielen weiteren zusammen setzt.  
Die Funktionen von Leptin, Adiponektin und Interleukin 6 werden im Folgenden näher 
beschrieben. 
Leptin 
Leptin wird in erster Linie von Fettzellen, in geringem Maße auch von der Plazenta, der Leber, 
dem Magengrund oder der Hypophyse (Zhang et al., 1994; Masuzaki et al., 1997; Bado et al., 
1998; Morash et al., 1999; Baratta, 2002) sezerniert und wirkt über einen dualen Mechanismus 
anorektisch und spielt außerdem eine wichtige Rolle im Fettstoffwechsel und dem 
Energieverbrauch. Leptin defiziente ob/ob Mäuse weisen dementsprechend eine massive 
Hyperphagie und krankhafte Fettsucht auf (Igel et al., 1997; Howard et al., 1999; Igel et al., 
2002). Die Supplementierung von Leptin in diesen Tieren konnte diese Effekte weitgehend 
aufheben, in dem sowohl eine Reduktion des Appetites als auch des Körpergewichtes der 
Tiere erzielt werden konnte (Campfield et al., 1995). Auch in Menschen ist der kongenitale 
Mangel an Leptin direkt mit einer schweren Form der Adipositas, sowie Insulinresistenz und 
Glucoseintoleranz assoziiert, welche wiederum durch die Gabe von rekombinantem Leptin 
aufgehoben werden konnten (Farooqi et al., 1999). In Studien konnte darüber hinaus gezeigt 
werden, dass die Leptin-Spiegel in übergewichtigen Personen positiv mit der Körperfettmasse 
korrelieren, wohingegen sie in schlanken Menschen deutlich reduziert sind (Mendoza-Nunez 
et al., 2002). Auf Grund seines negativen Feedback-Mechanismus ist Leptin in der Lage das 
hypothalamische Sättigungszentrum direkt über die Menge an vorhandenem Fettgewebe im 
Körper zu informieren, da die zirkulierenden Leptin-Level proportional den Grad an 
Fetteinlagerung wiederspiegeln (Friedman, 2014). Auf diese Weise kann Leptin einem 
übermäßigen Anstieg an Fettmasse durch Steigerung des Sättigungsgefühls auf der einen 
Seite und Erhöhung des Energieverbrauches auf der anderen Seite entgegen wirken. 
Außerdem konnte in Untersuchungen gezeigt werden, dass Leptin in der Lage ist über seine 
Rezeptoren (ob-R) Insulin-ähnliche Effekte auf den Glucosemetabolismus auszuüben, was es 
zu einem potentiellen Therapieansatz für Diabetes mellitus Typ 1 macht (Petersen et al., 2002; 
Wang et al., 2005). Darüber hinaus ist Leptin in der Lage, die Insulinsensitivität verschiedener 
Organe zu verbessern, da es über die Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) 
zu einer vermehrten Oxidation freier Fettsäuren führt, was wiederum deren Anreicherung in 
Geweben wie Skelettmuskel oder Leber vermindert (Minokoshi et al., 2002). 
Unglücklicherweise führt eine dauerhafte Erhöhung der Leptin-Spiegel im Körper zur 
Entstehung einer Leptin-Resistenz (Igel et al., 1997; Balland and Cowley, 2015). 
Nichtsdestotrotz muss die genaue Rolle von Leptin hinsichtlich Diabetes mellitus und 
Adipositas weiter untersucht werden um sinnvolle therapeutische Ansätze bieten zu können 





Adiponektin wird nicht, wie lange angenommen, lediglich durch Adipozyten gebildet (Scherer 
et al., 1995), sondern kann im Menschen auch von der Skelettmuskulatur und Kardiomyozyten 
sezerniert werden (Brochu-Gaudreau et al., 2010). Es kann seine Wirkung über zwei 
verschiedene Rezeptoren, AdipoR1 und AdipoR2, entfalten (Yamauchi et al., 2003). Während 
AdipoR1 vor allem im Skelettmuskel lokalisiert ist und über AMPK-Phosphorylierung aktiviert 
wird, wird der AdipoR2 in erster Linie in der Leber exprimiert und ist dort in die Aktivierung von 
PPARα involviert (Yamauchi et al., 2003; Lee et al., 2008). Grundlegend sind Adiponektin-
Plasmaspiegel in Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 oder Adipositas negativ mit dem BMI 
sowie der Fettmasse korreliert (Weyer et al., 2001). Im Gegensatz zu Leptin ist Adiponektin in 
schlanken Menschen erhöht, wohingegen erniedrigte Plasmalevel in Tieren und Menschen mit 
Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 detektiert werden konnten (Hotta et al., 2001; Yang et 
al., 2001). Auch in Patienten mit Anorexia nervosa konnten erhöhte Adiponektin-Spiegel 
verzeichnet werden, was teilweise für die erhöhte Insulinsensitivität dieser Patienten 
verantwortlich sein könnte (Dostalova et al., 2006). Tatsächlich konnte ein Zusammenhang 
zwischen Insulin und Adiponektin auch in 3T3-L1-Kulturen in vitro festgestellt werden 
(Fasshauer et al., 2002). Dies steht im Einklang mit Befunden welche zeigen, dass erniedrigte 
Adiponektin-Spiegel in adipösen Patienten für eine reduzierte Insulinsensitivität verantwortlich 
sind und daraus resultierend für die Entstehung einer Insulinresistenz und Diabetes mellitus 
Typ 2 (Nedvidkova et al., 2005; Skop et al., 2010). Auch die Insulin-sensitivierende Wirkung 
der PPARγ agonisierenden Thiazolidindione könnte teilweise durch deren steigernden Effekt 
auf die Adiponektin-Freisetzung erklärt werden (Yamauchi and Kadowaki, 2008). Die Gabe 
von rekombinantem Adiponektin konnte darüber hinaus im Tiermodell Übergewicht und 
Adipositas-assoziierte pathologische Veränderungen revidieren (Li et al., 2012a). Dennoch 
gibt es bislang keinen Hinweis auf eine klinische Evidenz, welche positive Effekte am 
Menschen nachweisen kann (Li et al., 2012a). So konnte im Gegenteil sogar ein 
Zusammenhang zwischen erhöhten Adiponektin-Leveln und Herzversagen sowie der 
Mortalität in Patienten mit stabilen koronaren Herzerkrankungen hergestellt werden (Beatty et 
al., 2012). Dementsprechend könnte Adiponektin mit dem sogenannten Paradoxon der 
Adipositas (Flegal et al., 2013) im Zusammenhang stehen, welches beschreibt, dass 
übergewichtige Patienten, verglichen mit Normal-gewichtigen ein geringeres Risiko für 
kardiovaskuläre Mortalität ausweisen (Hainer and Aldhoon-Hainerova, 2013). 
Interleukin 6 
Etwa ein Drittel des zirkulierenden Interleukin 6 (IL-6) wird in Fettgeweben gebildet und aus 
diesem sezerniert (Mohamed-Ali et al., 1997). Besonders viszerales Fettgewebe setzt hierbei 
etwa 2-3 Mal so viel IL-6 frei wie subkutane Fettdepots (Fontana et al., 2007). Gebildet wird 
das Adipokin hierbei nicht von den Fettzellen selbst sondern größtenteils von der 
stromavaskulären Fraktion der Fettgewebe (Fain et al., 2004). In übergewichtigen Personen 
konnte mehrfach eine Erhöhung der pro-inflammatorischen IL-6 Plasmaspiegel nachgewiesen 
werden, welche in direktem Zusammenhang mit der Entstehung von Insulinresistenz und der 
Entwicklung von Diabetes mellitus Typ 2 steht (Pradhan et al., 2001; Klover et al., 2005). IL-6 
spielt zudem eine zentrale Rolle in der Regulation der Energiehomöostase, sowie der 
Entwicklung der Körperstruktur und dem peripheren Lipidmetabolismus (Wallenius et al., 2002; 
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Trujillo et al., 2004; Wernstedt et al., 2006). Dennoch sind die Effekte von IL-6 auf 
Nährstoffverwertung und Gewichtsentwicklung sehr kontrovers und zu einem großen Teil 
unverstanden. Prinzipiell gilt IL-6 als Adipositas-assoziierter Entzündungsfaktor und als 
zentraler Mediator für die Entstehung einer Insulinresistenz, da erhöhte zirkulierende IL-6 
Level im Menschen ganz klar mit Adipositas und Insulinresistenz korreliert sind (Pickup et al., 
1997; Pradhan et al., 2001; Vozarova et al., 2001). Dennoch gibt es mittlerweile erhebliche 
Hinweise darauf, dass IL-6 in diesem Zusammenhang auch positive Effekte aufweist. Studien 
konnten zeigen, dass körperliche Ertüchtigung und Training die Produktion in IL-6 im 
Skelettmuskel massiv steigert, was zu einem Anstieg der Blutkonzentration um den Faktor 100 
führt (Ostrowski et al., 2000; Helge et al., 2003). Darüber hinaus zeichnen sich IL-6 defiziente 
Mäuse durch die Entwicklung von Adipositas, systemischer Insulinresistenz und massiven 
Entzündungsreaktionen aus (Wallenius et al., 2002; Matthews et al., 2010a). Dass die 
Überexpression von IL-6 im Mausmodell weitreichende positive Effekte auf Körpergewicht, 
Metabolismus und Gesundheit haben kann, konnte erst jüngst gezeigt werden (Ma et al., 
2015). Während die Nahrungsaufnahme unverändert blieb, konnte die Erhöhung der 
zirkulierenden IL-6-Konzentration sowohl das Körpergewicht adipöser Mäuse auf Hochfett-
Diät als auch die Adipositas-induzierte Hepatosteatose reduzieren. Auch die Expression 
thermogener Faktoren wie PGC1α und Ucp1 konnte, ebenso wie die mRNA-Expression 
lipolytischer Gene, gesteigert werden (Ma et al., 2015). Auf gleiche Weise wird IL-6 neben 
seiner pro-inflammatorischen Rolle zunehmend auch mit anti-inflammatorischen Prozessen in 
Verbindung gebracht, da es unter anderem in der Lage ist, die Produktion von IL-10 sowie 
TNFα-Rezeptor zu modulieren (Tilg et al., 1994; Starkie et al., 2003). Um diese kontroversen 
Befunde weiter aufzuklären und den potentiellen Einsatz von IL-6 zur Therapie von Adipositas 
und Insulinresistenz abschätzen zu können bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen. 
1.4 Charakterisierung von Funktion und Morphologie der 
unterschiedlichen Fettdepots 
Lange wurden in Säugetieren grundsätzlich zwei verschiedene Subpopulationen an 
Fettgeweben unterschieden: Zum einen weißes Fettgewebe, auf der anderen Seite braunes 
Fettgewebe. Sie unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Morphologie und Lokalisation, 
sondern insbesondere auch im Hinblick auf ihre physiologischen Funktionen. Dass 
metabolisch aktives braunes Fettgewebe auch in ausgewachsenen Nagern und vor allem auch 
in erwachsenen Menschen vorliegt (Nedergaard et al., 2007) konnte ebenso wie die Existenz 
eines dritten, „beigen“ Intermediärtypes (Sharp et al., 2012; Wu et al., 2012) erst in den letzten 





Abb. 1.3: Schematische Darstellung verschiedener Fettdepots in der Maus 
Lokalisation von braunem Fettgewebe (BAT), weißem interscapularem Fettgewebe (intWAT), 
epididymalem weißem Fettgewebe (eWAT), interscapularem WAT (iWAT), sowie mesenterischen WAT 
(mWAT) und perirenalem Fettgewebe (pWAT) in Mäusen. 
1.4.1 Weißes Fettgewebe als Sezernierungs- und Speicherorgan 
Weißes Fettgewebe (WAT) ist in erster Linie für die Speicherung und Freisetzung von Energie 
in Form von Fetten zuständig. Diese weißen Fettdepots dienen als Energiespeicher und 
ermöglichen es dem Körper, längere Fastenintervalle zu überstehen. 
Im Zuge dieser Arbeit wurden verschiedene weiße (und braune) Fettdepots in Mäusen 
substantiell, sowie morphologisch und immunhistochemisch untersucht (s. Abb. 3.1). Neben 
dem zwischen den Schulterblättern lokalisierten braunen Fettgewebe (BAT) wurde auch das 
distal hiervon gelegene weiße interscapulare Fett (intWAT), sowie um den Darm lokalisiertes 
mesenterisches Fett und das ebenfalls in der Bauchhöhle befindliche perirenale, die Nieren 
umgebende, WAT untersucht. Ein besonderes Augenmerk lag zum einen auf dem 
intraabdominalen epididymalen weißen Fett (eWAT) wie auch auf dem subkutanen 
Leistenfettdepot (iWAT). 
Entsprechend ihrer Lokalisation weisen die verschiedenen weißen Fettdepots 
unterschiedliche Funktionen auf. Neben seiner Aufgabe als Energiespeicher dient 
insbesondere subkutanes Fettgewebe auch der Wärmeisolation, sowie dem mechanischen 
Schutz innerer Organe. Ernährungsphysiologisch und hinsichtlich der Entstehung von 
Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 spielen diese Unterhaut-Fettgewebe eine eher 
untergeordnete Rolle. Intraabdominale, viszerale Fettdepots, sind im Gegensatz zu 
subkutanem Fettgewebe direkt um die inneren Organe herum angeordnet und stellen hierbei, 
wie beispielsweise perirenales Fettgewebe, sowohl eine Stütz- als auch eine Schutzfunktion 
dar. Viszerales Fettgewebe ist jedoch, wie das mesenterische Fett, größtenteils direkt um die 
Organe des Verdauungstraktes lokalisiert (Powell, 2007) und steht in seinem Ausmaß in 
direktem proportionalem Zusammenhang mit einer vorliegenden Überernährung. Da 
besonders die abdominelle Adipositas, welche durch eine vermehrte Einlagerung von 
viszeralem Fettgewebe charakterisiert ist, mit schwerwiegenden metabolischen und 
inflammatorischen Folgeerkrankungen assoziiert ist (Pouliot et al., 1992; Pouliot et al., 1994; 
Fontana et al., 2007; Cohen et al., 2014), wird heutzutage neben dem BMI oder dem Hüft-
Taillen-Verhältnis oft auch der diesbezüglich deutlich aussagekräftigere Bauchumfang (s. 
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Kapitel 1.2) zur Beschreibung und Diagnose von Übergewicht und Adipositas sowie der 
Abschätzung von Folgeerkrankungen herangezogen (Pouliot et al., 1994).  
Neben all diesen Funktionen, stellt das weiße Fettgewebe auch ein wichtiges sekretorisches 
Organ dar, da es wie in Kapitel 1.3.2.2 dargestellt in der Lage ist, Hormone und andere 
Adipozytokine zu bilden und freizusetzen, welche direkt oder indirekt metabolische und 
inflammatorische Prozesse beeinflussen und steuern können. 
Morphologisch zeichnen sich weiße Fettzellen durch ihre univacuoläre Gestalt aus. Während 
die Zellorganellen sowie das Zytoplasma hauptsächlich als schlauchförmiges Band am Rand 
der weitgehend kugelförmigen Fettzellen vorliegen, werden mehr als 90% des 
Fettzellvolumens von einem großen, Triglycerid-haltigen Fetttropfen eingenommen. 
Außerdem weisen weiße Fettzellen nur wenige Mitochondrien auf, sind nur moderat 
vaskularisiert und sind auch nur durch eine geringe sympathische Innervierung charakterisiert. 
Hinsichtlich ihrer Entstehung gehen weiße Fettzellen größtenteils aus Pax7- und Myf5-
negativen AMSC-Vorläuferzellen hervor (Schulz et al., 2013; Whittle et al., 2013; Pfeifer and 
Hoffmann, 2014). 
1.4.2 Braunes Fettgewebe und seine Rolle im Energiestoffwechsel 
Bis vor wenigen Jahren wurde angenommen, dass metabolisch aktives braunes Fettgewebe 
(BAT) lediglich im interscapularen Bereich von Nagetieren und menschlichen Säuglingen 
aufgefunden werden kann (Heaton, 1972; Enerback, 2010), wo es insbesondere in den ersten 
Lebenstagen und -wochen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung einer physiologischen 
Körpertemperatur spielt. Erst 2007 gelang es der Gruppe um Jan Nedergaard, erstmals auch 
in adulten Menschen stoffwechselaktives braunes Fettgewebe mittels FDG-PET-Verfahren 
nachzuweisen (Nedergaard et al., 2007). Diese Befunde konnten in den folgenden Jahren 
unabhängig auch von weiteren Gruppen in Europa, den USA und Japan bestätigt werden 
(Cypess et al., 2009; Saito et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 
2009). Humanes BAT ist im Gegensatz zu dem in Nagern nicht interscapular lokalisiert, 
sondern stattdessen sowohl thyreoidal, als auch supraclaviculär, mediastinal, parathorikal und 
perirenal lokalisiert (Nedergaard et al., 2007; Enerback, 2010). Darüber hinaus konnten 
Nedergaard et al. zeigen, dass auch das humane braune Fettgewebe durch Kälteeinwirkung 





Abb. 1.4: Lokalisation brauner Fettdepots in Erwachsenen und Säuglingen 
(A) Schematische Darstellung der Lokalisation von humanem braunem Fettgewebe (BAT) in 
Erwachsenen und Säuglingen. (B) Bildgebende Darstellung der FDG-Aufnahme in stoffwechselaktives 
BAT nach Kälteexposition (cold) bzw. bei Aufenthalt bei Raumtemperatur (warm) mittels Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) und Computer-Tomographie (CT). (C) PET-basierte 
Ganzkörperaufnahme der FDG-Inkorporation nach Aufenthalt bei normierten Temperaturen (Normal) 
oder in besonders warmen Räumen (Warm). (D) Auftreten von braunem, beigem und weißem 
Fettgewebe in Abhängigkeit der Tiefe seiner Lokalisation im Gewebe. (A+B) Enerback, 2010; (C) 
modifiziert nach Nedergaard 2007; (D) Nedergaard 2013 
Eine Ursache für diesen langjährigen Trugschluss könnte in der Tatsache begründet liegen, 
dass sich bisherige Untersuchungen zur Identifikation von BAT in Erwachsenen hauptsächlich 
auf die interscapularen Bereiche bezogen haben, da ausgehend von Befunden in Säuglingen 
und Nagern dies als Haupt-Lokalisation von metabolisch aktivem BAT angesehen wurde. Erst 
durch die Verwendung eines PET-basierten bildgebenden Verfahrens, zur Visualisierung der 
Glucose-Aufnahme in Folge einer Kälte-Exposition, konnte metabolisch aktives BAT unter 
anderem in verschiedenen Region des Nacken und Thorax-Bereiches von Erwachsenen 
nachgewiesen werden, wohingegen kaum Aktivität im interscapularen Bereich detektiert 
werden konnte (Nedergaard et al., 2007; Virtanen et al., 2009). Dies steht im Einklang mit 
weiteren Erkenntnissen zu einer Alters-assoziierten Verschiebung des Auftretens von 
braunem Fettgewebe. Während BAT in den ersten zehn Lebensjahren über weite Teile des 
Körpers verteilt auftritt (Heaton, 1972), kommt es mit zunehmendem Alter zu einem Rückgang 
an braunem Fettgewebe (Heaton, 1972; Cannon and Nedergaard, 2004). Insbesondere das 
zwischen den Schulterblättern liegende Depot scheint hiervon früh betroffen zu sein, was zu 
dem weit verbreiteten Trugschluss führte, dass in Erwachsenen kein BAT mehr vorhanden ist. 
Stattdessen scheint es jedoch lediglich zu einer Umverteilung von braunem Fettgewebe in 
tiefere Schichten wie perirenale oder supraklavikuläre Regionen zu kommen (Nedergaard et 
al., 2007; Cypess et al., 2009; Saito et al., 2009; Enerback, 2010), wohingegen die Menge an 
BAT in oberflächlicheren Regionen mit dem Alter stark reduziert ist.  
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Die Menge an aktivem BAT scheint jedoch nicht nur mit dem Alter, sondern auch weiteren 
Faktoren zu korrelieren. So konnte auch ein Zusammenhang mit dem Geschlecht festgestellt 
werden: Frauen scheinen dementsprechend eine größere Prävalenz und eine mehr als 
doppelt so große Masse an BAT aufzuweisen als Männer. Darüber hinaus weisen sie auch 
eine gesteigerte FDG-Aufnahme in diesen Depots auf, was neben der gesteigerten Masse 
auch ein Hinweis auf eine erhöhte metabolische Aktivität des Gewebes darstellt (Enerback, 
2010). Auch mit dem BMI und insbesondere der Menge an weißem Fett scheint die Prävalenz 
von BAT, wenn auch leider negativ, korreliert zu sein (van Marken Lichtenbelt et al., 2009; 
Enerback, 2010), wie eine FDG-PET basierte Studie an schlanken (BMI < 25) und 
übergewichtigen (BMI ≥ 25) Subjekten zeigen konnte (van Marken Lichtenbelt et al., 2009).  
Diese Befunde stellen möglicherweise einen großen Durchbruch in der Therapie und 
Prävention von Adipositas dar, da braunes Fettgewebe im Gegensatz zu WAT kein 
Speicherorgan darstellt, sondern in erster Linie der Generierung von Wärme (ohne 
Muskelbeteiligung) zum Schutz vor Unterkühlung dient. Die Entdeckung der Präsenz von BAT 
in adulten Menschen eröffnet somit potentielle neue Therapiestrategien zur Bekämpfung von 
Übergewicht und Adipositas. Auch hinsichtlich der Diät-induzierten, postprandialen 
Thermogenese (DIT) spielt funktionales BAT möglicherweise eine wichtige Rolle (Rothwell and 
Stock, 1979). Die bisherigen Befunde in diesem Bereich sind jedoch hochkontrovers 
(Enerback, 2010; Kozak, 2010) und das Ausmaß der Diät-induzierten Thermogenese in BAT 
deutlich schwächer ausgeprägt, als die Kälte-induzierte Wärmeproduktion. 
Im Gegensatz zu WAT sind braune Fettzellen deutlich kleiner und besitzen eine multivakuoläre 
Morphologie, bestehend aus mehreren kleinen Fettvakuolen. Sie weisen außerdem eine 
extrem hohe Mitochondriendichte auf, was neben ihrer starken Vaskularisierung von bis zu 5 
Kapillaren pro brauner Fettzelle (Robidoux et al., 2004) die Hauptursache der typischen 
rotbraunen Färbung von BAT ausmacht. Die besonders stark ausgeprägte Vaskularisierung 
der braunen Fettzellen mit einer Vielzahl an kleinen Blutgefäßen erlaubt zum einen den 
schnellen und effizienten Abtransport der im BAT generierten Wärme und stellt darüber hinaus 
dessen ausreichende Versorgung mit Nährstoffen wie Lipiden und Glucose sicher. Während 
Mitochondrien allgemein für die Generierung von ATP verantwortlich sind und somit den 
Ablauf einer Vielzahl von (ATP-abhängigen) Prozessen im Körper ermöglichen, zeichnen sich 
Mitochondrien in braunen Fettzellen durch eine weitere Besonderheit aus. Die BAT-
spezifische Expression von Ucp1 (Uncoupling Protein 1) ermöglicht eine Entkopplung der 
Atmungskette in Mitochondrien. Die Atmungskette wird somit von der ATP-Produktion 
abgekoppelt und der entstandene Protonengradient stattdessen zur Generierung von Wärme 
genutzt (Argiles et al., 2002; Klingenspor et al., 2008), ohne dass hierfür ATP benötigt wird 
(Fedorenko et al., 2012). Ucp1, auch Thermogenin genannt, ermöglicht es somit braunem 
Fettgewebe zitterfreie Thermogenese zu betreiben (non-shivering-thermogenesis), was 
hinsichtlich der Energiebalance und somit ganz besonders in Bezug auf die Entwicklung von 
Adipositas eine wichtige Rolle spielen könnte. Induziert werden kann die Aktivität von BAT 
über verschiedene Regelkreise, wobei vor allem die Induktion über Kältereize im Vordergrund 
steht (Watanabe et al., 2008; Fedorenko et al., 2012; Shore et al., 2013; Gnad et al., 2014). 
Als Reaktion des Körpers auf Kältestimuli kommt es vermehrt zur Lipolyse in BAT, woraufhin 
die hierbei entstehenden freien Fettsäuren wiederum in der Lage sind, die Expression von 
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Ucp1 einzuleiten, was im Folgenden wiederum zur Steigerung der Thermogenese in BAT führt. 
Auf diese Weise stellt die Lipolyse nicht nur in Folge der Kälteeinwirkung dringend benötigte 
Energie für die Mitochondrien des BAT zur Verfügung, sondern ist auch in der Lage diese 
direkt über die Stimulation der Ucp1-Expression zu aktivieren (Fedorenko et al., 2012; Shore 
et al., 2013). Wie eine Vielzahl von Untersuchungen in den letzten Jahren zeigen konnte, kann 
die Aktivität von BAT durch unterschiedliche Botenstoffe und Liganden sowie neuronale 
Stimuli reguliert werden (Bordicchia et al., 2012; Fedorenko et al., 2012; Colombo et al., 2013). 
So ist beispielsweise auch Adenosin in der Lage über die Aktivierung von GS-Protein-
gekoppelten A2A-Rezeptoren BAT und die hier stattfindende zitterfreie Thermogenese zu 
aktivieren (Gnad et al., 2014). Diese regulatorischen, aktivierenden und hemmenden 
Mechanismen werden unter 1.4.4 näher beschrieben. 
Wie weitreichend und hocheffizient die Effekte von BAT und dessen Aktivierung auf 
Energieverbrauch und Metabolismus sein können, wurde durch verschiedene Studien an 
Nagern und Menschen deutlich. So konnte in Mäusen das Körpergewicht und vor allem die 
Körperfettmasse auf Hochfettdiät signifikant und hocheffektiv reduziert werden, wenn diese für 
7 Tage einem Kältereiz von 5 °C ausgesetzt wurden. Die hierbei erzeugte BAT-Aktivierung 
ermöglicht eine Abnahme des Körperfettanteils um 55%, obwohl in Folge der Kälteeinwirkung 
gleichzeitig die Nahrungsaufnahme um 50% erhöht war (Nikonova et al., 2008). Auch im 
Menschen konnten Hinweise auf eine Kälte-bedingte Aktivierung braunen Fettgewebes 
gezeigt werden. So konnte eine finnische Gruppe um P. Huttunen und V. Kinnula, zeigen dass 
nordfinnische Männer, welche einer Arbeit im Freien nachgingen, multivakuoläre Fettzellen im 
Bereich der Arterien des Nackens aufwiesen und darüber hinaus auch deren Enzymaktivität 
auf Veränderungen des Metabolismus hinwiesen. Verglichen wurden die Probanden mit 
Personen gleichen Alters, welche hauptsächlich in beheizten Räumen tätig waren (Huttunen 
et al., 1981). Die Bedeutung der BAT-Aktivierung durch einen Kältereiz wird darüber hinaus 
deutlich, wenn man dessen Auswirkungen auf den Stoffwechsel betrachtet. Im aktivierten 
Zustand ist BAT offensichtlich in der Lage in hohem Maße Triglyceride und Glucose aus dem 
Blut aufzunehmen (Bartelt et al., 2011). Mit einer Aufnahme der zirkulierenden Nährstoffe um 
mehr als 50% übersteigt das hoch stoffwechselaktive BAT somit sogar die Kapazität von 
Muskel, Leber und weißem Fettgewebe (Bartelt et al., 2011). Verglichen mit Kindern, bei 
welchen die BAT-Masse bis zu 2-5 % des Körpergewichtes ausmachen kann, ist der BAT-
Anteil bei Erwachsenen mit einem Anteil von nur noch 0,05-01 % zwar deutlich reduziert 
(Enerback, 2010), humane Studien lassen dennoch den Schluss zu, dass die vollständige 
Aktivierung von BAT in adulten Menschen jährlich eine Energiemenge umsetzen kann, welche 
ca. 4,1 kg weißem Fettgewebe entspricht (Virtanen et al., 2009). Dies unterstreicht erneut die 
möglicherweise pivotale Rolle von BAT und dessen Aktivierung bei der Bekämpfung von 
Adipositas im Menschen. 
Ein weiterer Unterschied zwischen WAT und BAT ergibt sich neben morphologischer und 
funktionaler Differenzen aus ihren Vorläuferzellen. Während die Progenitoren weißer 
Fettzellen Myf5- wie auch Pax7-negativ sind, gehen braune Fettzellen aus dem zentralen 
Dermomyotom hervor, aus welchem auch Gewebe wie Dermis und Muskeln entstehen (Atit et 
al., 2006). Dementsprechend weisen braune Fettzellen während ihrer Differenzierung und 
Reifung eine myogene Signatur auf (Timmons et al., 2007), was sich in Mäusen beispielsweise 
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durch die Expression des Transkriptionsfaktors Myf5 auszeichnet. Eine US-amerikanische 
Forschergruppe um B. Spiegelman konnte darüber hinaus zeigen, dass Myf5-positve Zellen 
in Abhängigkeit des Transkriptions-regulierenden Faktors Prdm16 sowohl zu Muskelzellen, als 
auch braunen Fettzellen differenzieren können, nicht jedoch zu weißen Fettzellen (Seale et 
al., 2008). Dennoch sind es genau diese Differenzierungsfaktoren, welche in neueren Studien 
Fragen aufwerfen. Es konnten weiße Fettzellen identifiziert werden, welche eindeutig aus 
Myf5-positiven Vorläufern entstanden sind (Sanchez-Gurmaches et al., 2012). Darüber hinaus 
konnten Zellen isoliert werden, welche sich basal als AMSC und somit weiße 
Fettvorläuferzellen präsentieren, nach geeigneter Stimulation jedoch klassisch braune 
Fettzelleigenschaften, wie eine erhöhte Ucp1-Expression aufweisen (Pfeifer and Hoffmann, 
2014). Diese Befunde legen die Vermutung nahe, dass noch eine weitere Subpopulation an 
Fettzellen existiert, die sowohl Eigenschaften brauner als auch weißer Fettzellen in sich 
vereint. 
1.4.3 Beiges Fettgewebe als wichtiger Intermediärtyp der 
verschiedenen Fettzelltypen 
Auf Grund der Vereinigung von Eigenschaften brauner und weißer Fettzellen, lässt sich eine 
intermediäre Fettzelle identifizieren, welche als beiger Fettzelltyp definiert wurde. 
Beige Fettzellen weisen sowohl die multivakuolären Morphologie der braunen Fettzellen auf, 
als auch deren hohe Mitochondriendichte sowie die Expression BAT-spezifischer Marker-
Gene wie Ucp1 (Frontini and Cinti, 2010; Lo and Sun, 2013; Rosen and Spiegelman, 2014). 
Im Gegensatz zu braunen Fettzellen ist die Ucp1-Expression in beigen Fettzellen unter 
basalen Bedingungen jedoch meist erniedrigt (ähnlich jener, der weißen Fettzellen) und wird 
erst nach Aktivierung durch geeignete Stimuli im Zuge des sogenannten Brownings stark 
erhöht (Pfeifer and Hoffmann, 2014; Cohen and Spiegelman, 2015). 
Lokalisiert sind diese beigen Fettzellen in der Regel in eigentlich weißen Fettdepots, was auch 
die oftmals mit diesen identischen Vorläuferzellen erklären kann. Beige Fettzellen stellen 
dementsprechend eine Population eigentlich weißer Fettzellen dar, die durch geeignete 
hormonelle oder pharmakologische Induktion braune Fettzell-Eigenschaften ausüben können. 
Insbesondere PPARγ-Agonisten, sowie Agonisten β-adrenerger Signalkaskaden und 
Substanzen wie beispielsweise natriuretische Peptide (NP) (Bordicchia et al., 2012), 
Inhibitoren der Phosphodiesterase 5 (PDE5) wie Sildenafil (Zhang et al., 2010b; Mitschke et 
al., 2013) welche die Level an cGMP erhöhen (Mitschke et al., 2013) und weitere spielen 
hierbei eine wichtige Rolle und werden unter 1.4.4 näher beschrieben. Dieser mittlerweile 
vielfach untersuchte Prozess wird als Browning (Bräunung) weißer Fettdepots bezeichnet. 
Auch hinsichtlich ihrer Entstehung bzw. Differenzierung scheinen sich beige Fettzellen von 
braunen zu unterscheiden. Allerdings konnten die genauen zu Grunde liegenden Prozesse 
bislang nicht vollständig aufgeklärt werden, so dass diesbezüglich bis heute zwei verschiedene 
Hypothesen konkurrieren. Eine Möglichkeit stellt die Entstehung beiger Fettzellen aus AMCS 
dar, derselben Population, aus welcher auch weiße Fettzellen differenzieren. Diese Hypothese 
geht davon aus, dass durch die Stimulation von AMSC mittels Noradrenalin, PPARγ-Agonisten 
oder durch Applikation von NP oder cGMP Browning-Prozesse in den mesenchymalen 
Stammzellen eingeleitet werden können, welche eine Ausreifung zu beigen Fettzellen forciert 
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(Lee et al., 2012). Die zweite Hypothese beruht auf der Annahme, dass eine 
Transdifferenzierung maturer weißer Fettzellen möglich ist. So wird davon ausgegangen, dass 
bestimmte äußere Einflüsse wie beispielsweise Kälte oder die Aktivierung von β3-
Adrenozeptoren dazu führen, dass ausgereifte weiße Fettzellen in beige umgewandelt werden 
können, indem sie transdifferenzieren (Barbatelli et al., 2010). Tatsächlich gibt es mittlerweile 
Evidenzen, die auf eine Depot-spezifische Entstehung des beigen Fettgewebes schließen 
lassen. Der überwiegende Anteil an beigen Fettzellen in subkutanem weißen Leistenfett 
(iWAT) scheint durch Transdifferenzierung zu entstehen (Barbatelli et al., 2010; Lee et al., 
2012). Im Gegensatz hierzu weist eWAT beinahe ausschließlich beige Fettzellen auf, welche 
direkt aus Vorläuferzellen entstehen, die ein für weiße Präadipozyten typisches 
Genexpressionsmuster aufweisen (Lee et al., 2012). Dass die beschriebene 
Transdifferenzierung jedoch in beide Richtungen möglich ist, konnte eine erst jüngst 
veröffentliche Arbeit beweisen (Rosenwald et al., 2013). Die Arbeitsgruppe um C. Wolfrum 
konnte in ihren Untersuchungen im Mausmodell zeigen, dass eine durch Kälte-Stimulation 
bedingte Entstehung von beigen Adipozyten durch chronische Zufuhr von Wärme innerhalb 
von 5 Wochen vollständig aufgehoben werden konnte. Wie mittels Untersuchung genetischer 
Abdrücke sowie transkriptionaler Charakterisierung nachgewiesen werden konnte, wurden die 
beigen Fettzellen hierbei nicht eliminiert, sondern scheinen stattdessen wieder zu weißen 
Fettzellen umgewandelt worden zu sein (Rosenwald et al., 2013). 
 
Abb. 1.5: Schematische Darstellung verschiedener Hypothesen zur Entstehung der 
unterschiedlichen Fettzelltypen 
AMSC (adipose tissue derived mesenchymal stem cells) stellen die Vorläuferzellen weißer Fettzellen 
dar, wohingegen braune Fettzellen aus Adipomyozyten hervor gehen. Hinsichtlich der Entstehung von 
beigen Fettzellen rivalisieren zwei verschiedene Hypothesen: Zum einen die von Pfeifer et al. postulierte 
Theorie, dass beige Fettzellen durch Einwirkung geeigneter Stimuli wie Noradrenalin (NE), PPARγ-
Agonisten, Natriuretische Peptide (NP) oder cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) ebenfalls aus 
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AMSC hervor gehen. Dem gegenüber steht die These anderer Arbeitsgruppen, welche eine 
Transdifferenzierung beiger Fettzellen aus reifen weißen Adipozyten propagiert. Modifiziert nach Pfeifer 
2014 und 1Barbatelli 2010, 2Rosenwald 2013 
Doch nicht nur die Entstehung beiger Fettzellen, sondern auch deren Browning-Kapazität, 
scheint ganz klar vom Fettdepot abhängig zu sein. So konnte in Leistenfettdepots und 
subkutanen Fettgeweben ebenso wie in perirenalen Fettdepots eine deutlich höhere Neigung 
zum Browning verzeichnet werden als in epididymalem oder gonadalem Fettgewebe (Seale 
et al., 2008; Seale et al., 2011). Diese Depot-abhängige Browning-Kapazität ist offensichtlich 
nicht nur im Mausmodell vorhanden, sondern konnte auch an isolierten Präadipozyten aus 
humanen Quellen verifiziert werden. Auch hier zeigten Vorläuferzellen aus iWAT eine deutlich 
stärker ausgeprägte Neigung zum Browning als Präadipozyten, welche aus mesenterischem 
oder omentalem Fettgewebe gewonnen wurden (Schulz et al., 2011). Ob dies wiederum im 
Zusammenhang mit der ebenfalls Depot-abhängigen Fettzellentstehung steht ist jedoch 
unklar. 
Unumstritten ist mittlerweile jedoch der durchweg vorteilhafte Effekt von Browning und BAT-
Aktivierung auf den gesamten Metabolismus. Bislang konnte bereits mehrfach gezeigt werden, 
dass die Rekrutierung beiger Fettzellen im Mausmodell in der Lage ist, vor Diät-induzierter 
Adipositas zu schützen (Cederberg et al., 2001; Leonardsson et al., 2004; Vegiopoulos et al., 
2010; Seale et al., 2011; Tan et al., 2011; Stanford et al., 2013; Cohen and Spiegelman, 2015). 
Der Transkriptionsfaktor FOXC2, welcher beispielsweise bei Fütterung mit HFD vermehrt 
exprimiert wird, ist außerdem in der Lage, die Sensitivität der β-adrenergen Aktivierung der 
cAMP Proteinkinase A (PKA) zu steigern und sowohl eine Hypertrophie des BAT als auch eine 
Induktion des Brownings in intraabdominalen WAT-Depots auszulösen. Dies führte in Tieren, 
welche FOXC2 überexprimieren zu einer Verbesserung von Insulinresistenz und 
Hypertriglyceridämie sowie zu einer Gewichtsabnahme (Cederberg et al., 2001). Auch die 
Deletion des Co-Repressor-Proteins 140 (RIP140), welche zu einem Anstieg der 
Genexpression von Ucp1 und weiteren für den Energiestoffwechsel funktionalen Genen führt, 
resultierte in einem schlanken Phänotyp der Tiere und einer Resistenz gegenüber HFD-
induzierter Adipositas und Lebersteatose (Leonardsson et al., 2004). Auch die Überexpression 
von Prdm16 resultierte in einem deutlichen Anstieg des Brownings in subkutanen Fettdepots, 
nicht jedoch in eWAT und führte in Folge dessen in den Tieren zu einem Anstieg des 
Energieverbrauches sowie deutlich verbesserter Glucosetoleranz während und nach HFD-
Fütterung (Seale et al., 2011). Nicht nur klassische, bereits bekannte Browning-Marker, 
sondern auch die Cyclooxygenase 2 (COX2) ist als Downstream-Effektor des β-adrenergen 
Signalweges in weißem Fettgewebe in der Lage, die Aktivierung beiger Fettzellen zu 
beeinflussen. Vegiopoulos et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass eine Überexpression der 
COX2 in WAT mit der Rekrutierung von beigen Fettzellen innerhalb dieser Depots und darüber 
hinaus mit einem Anstieg des systemischen Energieverbrauches sowie einem klaren Schutz 
gegenüber HFD-induzierter Adipositas assoziiert ist (Vegiopoulos et al., 2010). Doch nicht nur 
Veränderungen der Genexpression hinsichtlich eines vermehrten Brownings sondern auch die 
direkte intraabdominelle Transplantation von braunem Fettgewebe führte in den 
Empfängertieren bereits 8-12 Wochen nach Transplantation zu einer klaren Verbesserung der 
Glucosetoleranz, einer gesteigerten Insulinsensitivität, einer Verringerung des 
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Körpergewichtes und insbesondere der Fettmasse, sowie einer kompletten Umkehr von HFD-
induzierter Insulinresistenz (Stanford et al., 2013). Das Ausmaß dieser außerdem auch IL-6-
abhängigen positiven Effekte korrelierte hierbei direkt mit der Menge an transplantiertem BAT 
(Stanford et al., 2013).  
Im Einklang mit diesen Befunden konnte außerdem gezeigt werden, dass die selektive 
Inhibierung des Brownings, ohne Beeinflussung der BAT-Aktivierung, durch Deletion von 
Prdm16 in Tieren auf HFD in einer schweren Adipositas, einhergehend mit einer 
Lebersteatose und Insulinresistenz resultiert (Cohen et al., 2014). Auch die Deletion von Ucp1 
führte im Mausmodell zu einer massiven Zunahme an Körpergewicht und insbesondere der 
Körperfettmasse und verhinderte darüber hinaus den Ablauf Diät-induzierter, sowie Kälte-
induzierter Thermogenese (Feldmann et al., 2009). 
Während eine Unterscheidung von weißem und braunem Fettgewebe sowohl morphologisch 
als auch basierend auf histochemischen oder genetischen Aspekten recht einfach ist, gestaltet 
sich die Differenzierung zwischen beigen und braunen Fettzellen auf Grund der großen 
Homologie eher schwierig. Anhand der Identifizierung hochspezifischer Marker gelang Walden 
et al. eine genetische Unterscheidung von BAT und beigen Fettzellen. Da Ucp1 sowohl in BAT 
als auch beigen Depots exprimiert wird, konnte dieses nicht zu einer sinnvollen 
Unterscheidung herangezogen werden. Beige Fettdepots zeichnen sich jedoch durch eine 
hohe Expression des Transkriptionsfaktors Homeobox c9 (Hoxc9) aus, wohingegen 
klassisches BAT erhöhte Level des Zinkfingerproteins C1 (ZIC1) exprimiert (Walden et al., 
2012). Die daraus resultierenden Untersuchungen ergaben in supraklavikulären Fettdepots 
erwachsener Menschen vor allem signifikant erhöhte Expressionslevel beiger 
Adipozytenmarker (Sharp et al., 2012; Wu et al., 2012; Jespersen et al., 2013), was die 
Vermutung nahe legt, dass es sich bei den in Erwachsenen detektierten BAT Depots nicht um 
klassische braune Fettzellen sondern vielmehr um induzierbares BAT, also beige Fettzellen 
handeln könnte (Wu et al., 2012; Wu et al., 2013). Aktuelle Studien legen außerdem den 
Schluss nahe, dass wie auch beim altersbedingten Verlust braunen Fettgewebes, die genaue 
Lokalisation des Depots eine wichtige Rolle spielt (Heaton, 1972), da oberflächlich lokalisiertes 
Fett im Nackenbereich einige WAT-spezifischen Eigenschaften aufweist, wohingegen 
tiefergelegene Depots klassische Charakteristiken brauner Fettzellen zeigen (Cypess et al., 
2013). 
Zusammenfassend konnte klar gezeigt werden, dass auch in Erwachsenen metabolisch 
aktives braunes Fettgewebe oder zumindest aktivierbares beiges Fettgewebe vorhanden ist. 
Diese beigen Fettzellen spielen, zumindest im Tiermodell, nachgewiesenermaßen eine 
wichtige Rolle hinsichtlich Energieverbrauch und Metabolismus und stellen somit eine wichtige 
neue Therapieoption im Kampf gegen Adipositas dar. Auch wenn im Menschen hierfür noch 
weitere Untersuchungen notwendig sind und auch die genaue Identität der beigen und/oder 
braunen Fettdepots bislang nicht eindeutig geklärt werden konnte, so konnten die bisherigen 
Untersuchungen und Forschungsergebnisse dennoch deutlich machen, dass der 
therapeutische Einsatz von BAT-Aktivatoren oder Substanzen, welche das Browning fördern 
auch in Menschen ein vielversprechender Ansatz zur Behandlung von Adipositas darstellen 
könnte. 
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1.4.4 Bedeutung der cyclischen Nukleotide für Adipozytenreifung, 
Thermogenese und Adipositas 
Die cyclischen Nukleotide cAMP und cGMP spielen als sekundäre Botenstoffe eine zentrale 
Rolle bei der Transmission hormoneller Signale in Adipozyten. Sie entfalten ihre Wirkung 
hierbei über eine Vielzahl an Signalwegen, was deren vollständige Aufklärung erschwert 
(Pfeifer and Hoffmann, 2014).  
 
Abb. 1.6: Schematische Darstellung zum Einfluss cyclischer Nukleotide auf das 
thermogenetische Programm brauner Fettzellen 
Catecholamine sind in der Lage über β-Adrenozeptoren (βAR) die G-Protein-gekoppelte 
Adenylylcyclase (AC) zu aktivieren, wodurch es zu einem intrazellulären cAMP-Anstieg kommt. 
Aktivierung der PKA über cAMP führt zur Translokation der katalytischen Domäne der PKA und 
ermöglicht dieser, die Hormonsensitive Lipase (HSL) und weitere Targets zu phosphorylieren, was die 
Lipolyse der gespeicherten Triglyceride fördert. Die Lipolyse kann auch über Natriuretische Peptide 
(NP) wie atriales NP (ANP) oder brain-derived NP (BNP) aktiviert werden. Aktivierung der NP-
Rezeptoren A und B (NPRA, NPRB) führt zur Bildung von cGMP, welches wiederum über Stimulation 
der cGMP-abhängigen Proteinkinase (PKG) die Lipolyse aktivieren kann. Des Weiteren können die 
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cyclischen Nukleotide die p38 MAP-Kinase (p38MK) aktivieren, was den Ablauf des thermogenetischen 
Programms über Stimulation der Expression von Uncoupling Protein 1 (Ucp1) in Mitochondrien fördert. 
Die Produktion von cAMP durch die Adenylylcyclasen (AC) wird durch die Aktivierung GS-
gekoppelter β3-Adrenozeptoren mediiert, welche durch Catecholamine aktiviert werden 
können. Als Aktivator der cAMP abhängigen Proteinkinase (PKA) ist cAMP ein essentielles 
Signalmolekül in Adipozyten jeder Farbe und Herkunft (Pfeifer and Hoffmann, 2014) und spielt 
insbesondere in frühen Stadien der Fettzellreifung eine wichtige Rolle (Petersen et al., 2008). 
Einige der wichtigsten Targets der PKA stellen die Hormon-sensitive Lipase (HSL) sowie deren 
funktionaler Gegenspieler Perilipin A dar (Robidoux et al., 2004). Durch Phosphorylierung der 
HSL wird deren katalytische Aktivität verstärkt und es kommt darüber hinaus zu ihrer 
Translokation an die Oberfläche der Lipidtröpfchen (Djouder et al., 2010), wodurch Lipolyse 
stattfinden kann und Fettsäuren liberiert werden können. Neben der cAMP/PKA- 
Signaltransduktion können β3-Adrenozeptoren auch über Src- und ERK-abhängige 
Signalkaskaden eine Lipolyse in Fettzellen bedingen. Besonders unter hoher Agonisten-
Konzentration kann diese Src/ERK-basierte Lipolyse teilweise auch cAMP unabhängig 
vermittelt werden (Robidoux et al., 2006). Im Zuge des lipolytischen Prozesses liberierten freie 
Fettsäuren können nun wiederum in Mitochondrien aufgenommen werden, wo sie die 
Expression von Ucp1 und somit die zitterfreie Thermogenese auslösen. Zusätzlich ist die PKA 
auch in der Lage über die p38 MAP-Kinase (p38MK) und unter nachfolgender Beteiligung des 
ATF2/PGC-1α-Signalweges und/oder direkte Phosphorylierung des PGC-1α/PPARγ-
Komplexes die Expression von Ucp1 zu steigern (Cao et al., 2004; Bordicchia et al., 2012).  
Neben Lipolyse und Browning wird jedoch auch die Differenzierung von Präadipozyten direkt 
durch die cAMP-vermittelte PKA-Aktivierung beeinflusst. In vitro konnte gezeigt werden, dass 
cAMP die Differenzierung von 3T3-L1-Präadipozyten Dosis-abhängig blockieren kann (Li et 
al., 2008a). Insbesondere das cAMP regulatory element-binding Protein (CREB) ist hierbei für 
das Fortschreiten der Zelldifferenzierung unabdingbar (Zhang et al., 2004; Farmer, 2006). 
Während lange Zeit in erster Linie cAMP-Signalwege in Adipozyten im Fokus der Forschung 
standen, sind hier mittlerweile vor allem cGMP-abhängige Mechanismen in den Vordergrund 
gerückt. Nicht zuletzt auf Grund richtungsweisender Befunde, die erstmals einen klaren 
Zusammenhang der cGMP-Signalkaskade und der Kontrolle der Energiehomöostase 
hergestellt haben (Nisoli et al., 2004; Bordicchia et al., 2012; Moro and Lafontan, 2013) (Pfeifer 
et al., 2013). Der sekundäre Botenstoff cGMP kann sowohl durch lösliche (sGC) als auch durch 
partikuläre Guanylylcyclasen (pGC) nach deren Aktivierung durch Stickstoffmonoxid (NO) 
beziehungsweise natriuretische Peptide (NPs) gebildet werden (Lucas et al., 2000). Die sGC 
setzt sich als Heterodimer aus einer α- sowie einer β-Untereinheit zusammen und kommt in 
zwei Isoformen, α1β1 sowie α2β1, vor (Friebe and Koesling, 2009), wobei in Fettgeweben vor 
allem die α2β1-Isoform exprimiert wird (Budworth et al., 1999; Jennissen et al., 2012). 
Natriuretische Peptide wie ANP (atrial NP) und BNP (brain NP), welche physiologisch 
beispielsweise als Reaktion auf myokardiale Über-/Dehnung ausgeschüttet werden, entfalten 
ihre Wirkung durch Bindung an den NP-Rezeptor A (NPR-A) und die anschließende 
Produktion von cGMP (Jeandel et al., 1989). Erst in den letzten Jahren ist es gelungen, die 
Auswirkung der NPs auf die Regulation des Körpergewichtes und die Energiehomöostase 
aufzuklären. 
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Bislang sind drei Rezeptor-Gruppen als Targets für GMP bekannt: Phosphodiesterasen 
(PDEs), cyclic nucleotide gated channels (CNGs) sowie cGMP-abhängige Proteinkinasen 
(cGKs) (Pfeifer et al., 1999; Hofmann et al., 2000; Francis et al., 2010), wobei vor allem PDEs 
und cGKs in den meisten Geweben bedeutend sind. 
Über seine verschiedenen nachgeschalteten Effektoren kann cGMP in einem breiten 
Spektrum an Zellen agieren und ist hier vor allem in die Regulation der mitochondrialen 
Biogenese involviert (Nisoli et al., 1998; Nisoli et al., 2003; Nisoli et al., 2004). Die genauen 
dem cGMP-Signalling in braunem Fettgewebe zu Grunde liegenden Mechanismen konnten 
jedoch erst in den letzten Jahren aufgedeckt werden. Mit der Entdeckung der Expression von 
cGKI und PDE3B Rezeptoren in braunen Fettzellen (Haas et al., 2009) wurde deutlich, dass 
cGMP offensichtlich über verschiedene Mechanismen in der Lage ist, die Bildung von 
Mitochondrien und die Aktivität von braunem Fettgewebe zu beeinflussen. Während die cGMP 
vermittelte Blockade der cAMP-degradierenden PDE3B zu einem Anstieg an cAMP und somit 
einer indirekten Aktivierung der verschiedenen, bereits beschriebenen cAMP/PKA-Signalwege 
führt (Cao et al., 2004), kann der sekundäre Botenstoff auch direkt die cGKI aktivieren (Haas 
et al., 2009). Die hieraus resultierende Phosphorylierung von RhoA an Serin 188 führt zu 
dessen Inaktivierung. Dies kann wiederum den negativen Einfluss von RhoA auf die 
Insulinwirkung verhindern. Darüber hinaus ergaben Untersuchungen an PKG-defizienten 
Tieren stark ausgeprägte Differenzierungsdefekte des BAT, einhergehend mit einer 
reduzierten BAT-Funktion, was den Schluss nahelegt, dass der cGMP/cGKI-Signalweg 
essentiell für eine physiologische BAT-Entwicklung und Funktion ist (Haas et al., 2009; 
Miyashita et al., 2009). 
Dass cGMP auch in weißem Fettgewebe eine wichtige physiologische Rolle einnimmt lässt 
bereits die Expression nahezu aller in die Produktion und Degradierung des Botenstoffes 
involvierten Enzyme und Targets in WAT erahnen (Mitschke et al., 2013). In Kulturen von 3T3-
L1 und primären weißen Adipozyten konnte außerdem gezeigt werden, dass cGMP in der 
Lage ist, die Adipogenese von Präadipozyten zu verbessern (Zhang et al., 2010b; Shen et al., 
2011; Bordicchia et al., 2012). Die Behandlung von Zellen mit cGMP-erhöhenden Substanzen 
wie Sildenafil oder cGMP selbst war sowohl in der Lage, die Lipideinlagerung der Zellen zu 
erhöhen, als auch die Expression adipogener Marker zu steigern (Zhang et al., 2010b; 
Mitschke et al., 2013). Neben diesen positiven Effekten auf die Adipogenese konnte cGMP 
auch ein regulierender Effekt auf die Adipozytengröße sowie Einfluss auf die Sekretion von 
Adipokinen und Adipozytokinen nachgewiesen werden (Miyashita et al., 2009; Chen et al., 
2011; Tateya et al., 2011; Mitschke et al., 2013). Diese positiven Einflüsse auf Fettzellgröße 
und Zytokin-Freisetzung helfen entzündliche Prozesse in weißem Fettgewebe, sowie daraus 
resultierende Erkrankungen zu vermeiden und unterstützen somit die Entstehung von 
gesunden weißen Fettzellen (Mitschke et al., 2013; Pfeifer et al., 2013). 
Im Hinblick auf die Therapie von Übergewicht und Adipositas werden klinisch relevante 
Möglichkeiten zur Steigerung des Energieumsatzes dringend benötig. Erst kürzlich konnte 
gezeigt werden, dass cGMP außerdem in der Lage ist, Browning von weißen Fettdepots zu 
induzieren und somit die Entstehung von beiger Fettzellen zu fördern (Bordicchia et al., 2012; 
Jennissen et al., 2012; Mitschke et al., 2013). Weshalb das für die Thermogenese essentielle 
Ucp1 lediglich in braunen, nicht jedoch in weißen Fettzellen exprimiert wird, konnte bislang 
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noch nicht vollständig geklärt werden, könnte aber in großem Maße zum Verständnis von 
Browning und BAT-Aktivierung beitragen. Sowohl die Gewebe-abhängige Expression von 
Transkriptionsfaktoren als auch die Methylierung des Ucp1-Promotors könnten hierbei von 
Bedeutung sein (Leonardsson et al., 2004; Kiskinis et al., 2007). Während der Ucp1-Promotor 
in weißem Fettgewebe eine stärkere Methylierung und daraus resultierend eine verminderte 
Expression aufweist (Kiskinis et al., 2007; Shore et al., 2010), kann die Demethylierung in 3T3-
L1 Kulturen die Ucp1-Expression erwartungsgemäß steigern (Mitschke et al., 2013). In 3T3-
L1 Zellen scheint diese Demethylierung essentiell für die Expression von Ucp1 zu sein, kann 
im Gegensatz dazu in murinen Primärzellen jedoch auch durch die Zugabe von cGMP erreicht 
werden (Mitschke et al., 2013). Und auch in humanen weißen Adipozyten kann ein Browning 
durch die Behandlung der Zellen mit ANP erreicht werden (Bordicchia et al., 2012), ohne zuvor 
zwingend eine Demethylierung des Ucp1-Promotors durchzuführen. Sowohl im Mausmodell 
(Mitschke et al., 2013), als auch in humanen Zellen (Bordicchia et al., 2012) konnte gezeigt 
werden, dass die Applikation eines cGMP-Analogons bzw. die Supplementierung mit ANP zu 
einem cGKI-vermittelten Browning der jeweiligen Zellen führte. 
Neben seinen vielfältigen Einflüssen auf verschiedene Fettgewebe ist cGMP auch in der Lage 
über Gewebe wie Muskulatur (Nisoli et al., 2003; Moro et al., 2007; Miyashita et al., 2009), 
Leber (Kiemer et al., 2002; Tateya et al., 2011; Moro and Lafontan, 2013) oder Pankreas 
(Kaneko et al., 2003; You and Laychock, 2011) metabolische Prozesse zu regulieren und hat 
somit weitreichende Einflüsse auf die Energiehomöostase im Körper (Moro and Lafontan, 
2013; Pfeifer et al., 2013). 
Obwohl die Funktionen der cyclischen Nukleotide und deren Signalkaskaden mittlerweile gut 
analysiert sind, werden weitere Untersuchungen und Studien benötigt, um die vielfältigen, eine 
große Anzahl an Geweben betreffenden, Mechanismen und Auswirkungen dieser sekundären 
Botenstoffe hinsichtlich mitochondrialer Funktion, Stoffwechsel und auch resultierender 
Begleiterscheinungen vollständig aufklären und verstehen zu können. Dies, wie auch ein 
besseres Verständnis der, der Thermogenese zu Grunde liegenden Prozesse und 
Regulationsmechanismen werden dringen benötigt, um in diesem Feld neue Therapieansätze 
im Kampf gegen Adipositas und den daraus resultierenden Folgeerkrankungen schaffen zu 
können. 
1.5 Ionenkanäle im Zusammenhang mit Übergewicht und 
Adipositas 
Ionenkanäle sind in eine Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen 
involviert, welche in Zusammenhang mit Übergewicht und Adipositas stehen. So sind 
beispielsweise in Epithelzellen des Darms lokalisierte Kalium-Kanäle essentiell für die 
Generierung des Membranpotentials, wie auch die Wiederverwertung von K+-Ionen, zwei 
wichtigen Voraussetzungen für die Funktionalität epithelialer Transporter (Li et al., 2008b). Sie 
erzeugen die treibende Kraft für die Na+-abhängige Aufnahme von Glucose in intestinale 
Epithelzellen (Chen et al., 2016). In kultivierten Zellen wie auch im Tiermodell konnte die 
selektive Blockade des spannungsabhängigen KCNQ1-Kanals die Glucose-Toleranz 
verbessern sowie die Glucose-stimulierte Insulinfreisetzung und GLP1-Plasmakonzentration 
erhöhen (Liu et al., 2014). In weiteren Arbeiten konnten KCNQ1-Kanäle mit Diabetes mellitus 
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Typ 2 in Zusammenhang gebracht werden (Unoki et al., 2008; Saif-Ali et al., 2011). Manche 
Befunde implizieren, dass der KCNQ1-Kanal auch eine wichtige Position in der Regulation der 
intestinalen Nährstoffaufnahme innehat (Vallon et al., 2005). Auch ATP-abhängige 
Kaliumkanäle (KATP) modulieren durch Freisetzung inhibitorischer gastrischer Peptide den 
Glucose-Metabolismus (Parker et al., 2009). Die Deletion des KV1.3 Kanals ist in Tieren mit 
signifikant reduzierter Gewichtszunahme auf HFD und einer gegenüber WT-Tieren 
verminderten Hyperglykämie assoziiert (Xu et al., 2003c). Ob die K+-Kanäle die Regulation 
Blutglucose hierbei vor allem über periphere oder zentrale Mechanismen modulieren ist 
umstritten (Mussig et al., 2009; Tucker et al., 2012; Upadhyay et al., 2013). Hinsichtlich der 
KV1.3 Kanäle werden neben peripheren Effekten auf Insulinsensitivität in Maus und Mensch 
(Straub et al., 2011; Ngala et al., 2014) besonders Effekte auf die Elektrophysiologie der 
intestinalen Epithelzellen diskutiert (Vallon et al., 2001). Aber auch neuronal spielt der KV1.3 
eine wichtige Rolle bei der Modulation des Körpergewichtes. Tucker et al. (Tucker et al., 2008, 
2012) konnten zeigen, dass die Mechanismen, welche in KV1.3-defizienten Tieren zu einer 
Erhöhung des Energieverbrauches führen, auf der Funktion des Bulbus olfactorius beruhen 
(Tucker et al., 2012). Während die Deletion des KV1.3 Kanals in Mäusen zu einer Resistenz 
gegenüber Diät-induzierter Adipositas, einem gesteigertem Metabolismus während der hellen 
Phase sowie einer Steigerung des gesamten Energieverbrauches führte (Tucker et al., 2008), 
konnten diese Effekte durch eine olfaktorische Bulbektomie vollständig aufgehoben werden 
(Tucker et al., 2012). Der Einsatz eines KV1.3 Kanal-Blockers, ShK186, konnte in Mäusen 
sowohl Hochfett- als auch Hochkohlenhydrat-induzierte Körpergewichtszunahmen verhindern 
oder, wenn zu einem späteren Zeitpunkt eingesetzt, auch therapieren und damit rückgängig 
machen (Upadhyay et al., 2013). Somit stellt der KV1.3 Kanal und insbesondere seine selektive 
Blockade ein sehr interessantes Target für potentielle neue Therapieansätze im Kampf gegen 
Adipositas und Insulinresistenz dar. 
Neben Kaliumkanälen spielen auch eine Reihe von Calciumkanälen eine wichtige Rolle bei 
der Regulation der intestinalen Glucose-Aufnahme und Verwertung (Chen et al., 2016). 
Obwohl die genauen zu Grunde liegenden Prozesse noch immer unklar sind, konnte gezeigt 
werden, dass die Gabe verschiedener Calciumkanalblocker zu einer vermehrten Glucose-
Aufnahme über SGLT1 führten (Hyson et al., 1996). Erst kürzlich wurde ein neues Modell 
hinsichtlich der Calcium-regulierten Glucose-Aufnahme im Intestinum vorgestellt, welches 
zwei verschiedene Mechanismen beschreibt. Bei niedrigen luminalen Glucosekonzentrationen 
wird weiterhin von einer SGLT1-vermittelten Glucose-Absorption ausgegangen. Bei einem 
Anstieg der luminalen Zuckerkonzentration, welche die Kapazitäten der SGLT1 übersteigt, 
werden jedoch zusätzlich GLUT2-Transporter in die apikale Membran eingebaut 
(Tharabenjasin et al., 2014; Kuhre et al., 2015). Da dieser Vorgang von der intrazellulären 
Calciumkonzentration [Ca2+]i abhängig ist spielen Calciumkanäle, insbesondere CaV1.3 
Kanäle, eine wichtige Rolle bei der Glucose-Aufnahme in intestinale Epithelzellen (Nakkrasae 
et al., 2010). 
Ionenkanäle sind jedoch nicht nur in die intestinale Glucoseabsorption und Verwertung 
involviert, sondern scheinen auch hinsichtlich der Entstehung von Adipositas und einem 
metabolischen Syndrom von Bedeutung. Der G-Protein gekoppelte Einwärts-Gleichrichter K+-
Kanal 4 (GIRK4), auch unter KCNJ5 bekannt, ist einer von vier Kaliumkanälen dieser GPCR-
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Familie und ist in Tieren nachweislich an der hypothalamischen Kontrolle der 
Energiehomöostase beteiligt. Seine homozygote Deletion führte in Mäusen zu einer 
Prädisposition für schwere Adipositas (Perry et al., 2008). Mit Hilfe immunhistochemischer 
Untersuchungen konnte die Lokalisation des GIRK4 in ventromedialen und ventrolateralen 
Regionen des Nucleus arcuatus nachgewiesen werden (Kloukina et al., 2012). Die co-
Lokalisation von GIRK4 und AgRP sowie NPY weist auf eine Funktion des Kanals hinsichtlich 
der Erregbarkeit der Membranen von Neuronen hin, welche das Körpergewicht regulieren 
(Kloukina et al., 2012). Erst kürzlich konnte eine Humanstudie an Probanden aus der 
chinesischen Provinz Xinjiang, welche mit einem vermehrten Auftreten des metabolischen 
Syndroms zu kämpfen hat, auch verschiedene SNPs im GIRK4-Gen mit der Entstehung von 
Adipositas und einem metabolischen Syndrom in Zusammenhang bringen. Dabei scheinen 
vor allem jüngere Probanden im Alter von 30-49 Jahren betroffen, wohingegen in Patienten im 
Alter von 50-70 Jahren keine direkte Assoziation nachgewiesen werden konnte (Li et al., 
2012b). 
Ein weiterer Kaliumkanal, welcher in engem Zusammenhang mit Adipositas und Diabetes 
mellitus Typ 2 steht ist der KATP-Kanal (Seino et al., 2000), welcher vor allem in pankreatischen 
β-Zellen, aber auch in Muskeln, im Gehirn, den Nieren und kardialen Myozyten exprimiert wird 
(Noma, 1983; Ashcroft, 1988). Er dient als ATP-Sensor und ist somit in der Lage, beim 
Glucose-Metabolismus entstehendes ATP zu detektieren und über seine Aktivität die 
Insulinfreisetzung aus β-Zellen zu regulieren (Meglasson and Matschinsky, 1986; Cook et al., 
1988; Misler et al., 1992). Auf diese Weise können KATP-Kanäle den Metabolismus direkt mit 
der elektrischen Erregbarkeit von Membranen und der Freisetzung von Insulin koppeln 
(Ashcroft, 1988), was sie bereits zu einem willkommenen Target für die Therapie von Diabetes 
mellitus macht. Sulfonylharnstoffe, wie Glibenclamid oder Glimepirid führen nach Bindung an 
die SUR-1-Untereinheit von KATP-Kanälen zu deren Inaktivierung, wodurch es auf Grund der 
gesunkenen Kaliumleitfähigkeit zu einer Depolarisation des Membranpotentials kommt, was 
wiederum die Offenwahrscheinlichkeit spannungsabhängiger Calciumkanäle erhöht und durch 
steigende [Ca2+]i die Freisetzung von Insulin begünstig (Seino et al., 2000). 
Die postulierten Funktionen der KATP-Kanäle hinsichtlich der Zellfunktion konnten jedoch erst 
durch die Generierung von Kir6.2-defizienten Mäusen bewiesen werden (Miki et al., 1997; Miki 
et al., 1998). Die globale Deletion des KCNJ11 Genes, welches für Kir6.2 Untereinheit codiert, 
führte in β-Zellen von Mäusen zu basal erhöhten [Ca2+]i, wohingegen die intrazelluläre 
Calciumkonzentration weder durch Glucose noch Tolbutamid, einem potenten KATP-Kanal-
Blocker, gesteigert werden konnte (Miki et al., 1998; Seino et al., 2000). Außerdem konnte in 
KATP-Kanal-defizienten Tieren weder durch Tolbutamid noch durch Glucose-Stimulation eine 
signifikante Insulinfreisetzung ausgelöst werden (Miki et al., 1998). Die β-Zell-spezifische 
Deletion des KATP-Kanals führte zu massiver Hyperglykämie der adulten Tiere wie auch zu 
einer merkbar reduzierten Insulinfreisetzung (Miki et al., 1997). Darüber hinaus wiesen die 
transgenen Mäuse eine reduzierte Zahl an β-Zellen und eine vermehrte Anzahl apoptotischer 
Inselzellen auf (Miki et al., 1997). Doch nicht nur die Insulinfreisetzung und die Entstehung von 
Diabetes mellitus kann durch KATP-Kanäle beeinflusst werden. Besonders ein SNP des KATP-
Kanals, E23K, wurde immer wieder mit Diabetes mellitus aber auch Erkrankungen wie 
Adipositas in Zusammenhang gebracht (Bonfanti et al., 2015). Darüber hinaus scheinen KATP-
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Kanäle auch einen direkten Einfluss auf die Regulation catecholaminerger Neurone zu haben, 
welche die Sympathikus-Aktivität in BAT sowie die Energiehomöostase kontrollieren (Tovar et 
al., 2013). Die Inhibierung dieser KATP-Kanal-abhängigen neuronalen Aktivität verstärkte eine 
Diät-induzierte Adipositas (DIO) in Mäusen (Tovar et al., 2013). Diese vermehrte DIO beruht 
zum einen auf einem reduzierten Energieumsatz, aber auch auf einer reduzierten 
Sympathikus-Aktivität in BAT im Steady-State Zustand. Auch die zentrale Applikation von 
Glucose konnte diese nur geringfügig steigern, was zusammengenommen die 
Thermogenetische Kapazität und Funktionalität des BAT massiv unterdrückt (Tovar et al., 
2013). 
Die Deletion von CNTNAP2 und TAG1, zwei im juxtaparanodalen Bereich der Janvier’schen 
Schnürringe exprimierten Proteine, welche eng mit der Regulation von K+-Kanälen assoziiert 
sind, führte im Tiermodell zu einer Senkung der Nahrungsaufnahme und konnte auf diese 
Weise einer Diät-assoziierten Adipositas komplett entgegenwirken (Buchner et al., 2012). Die 
genauen mechanistischen Grundlagen sind zwar bislang noch nicht geklärt, weisen aber 
erneut auf eine Beteiligung von Kaliumkanälen an der Regulation von Nahrungsaufnahme und 
Körpergewicht hin.  
Aber auch bereits bei der Differenzierung und Proliferation von Präadipozyten und reifen 
Fettzellen spielen verschiedene Ionenkanäle eine zentrale Rolle. In 3T3-L1 Zellen scheinen 
hierbei vor allem membranständige IK-Kanäle, Kaliumkanäle mit mittlerer Leitfähigkeit (s. 
Kapitel 1.1.1), von großer Bedeutung, da deren Blockade durch Zugabe von TRAM-34, einem 
potenten IK-Blocker, die Zellproliferation der Fettvorläuferzellen konzentrationsabhängig 
unterdrücken konnte (Zhang et al., 2012). Auch die Blockade der ebenfalls exprimierten Kir2.1- 
sowie Clcn3-Kanäle konnte die Proliferation der 3T3-L1-Zellen inhibieren (Zhang et al., 2012). 
In diesem humanen Präadipozytenmodell konnte die Expression verschiedener Ionenkanäle, 
unter anderem des BK-Kanals, nachgewiesen werden (Hu et al., 2009). Der in beinahe 93% 
der untersuchten Präadipozyten vorkommende Kaliumkanal mit großer Leitfähigkeit scheint 
hier neben den in etwa 30% der Vorläuferzellen vorkommenden KV4.2-Kanälen eine zentrale 
Rolle bei der Proliferation der Präadipozyten zu spielen (Hu et al., 2009). Untersuchungen 
hinsichtlich der Zellzyklus-Progression ergaben, dass der BK-Kanal insbesondere am G0/G1-
Übergang, sowie am G1/S-Transit der Zellen beteiligt ist (Hu et al., 2009). Weitere bislang 
bekannte Einflüsse des BK-Kanals auf Fettzellreifung und Adipositas werden in Kapitel 1.6 
näher beschrieben. 
Eine kürzlich erschienene Studie konnte außerdem die Existenz von TRP-Kanälen in 3T3-L1-
Präadipozyten sowie in viszeralen Fettdepots von Maus und Mensch nachweisen (Zhang et 
al., 2007). Insbesondere der TRP-Vanilloid Typ 1-Kanal (TRPV1) scheint bei der 
Differenzierung von Präadipozyten zu reifen Fettzellen eine zentrale hemmende Funktion inne 
zu haben. Die Aktivierung der Kanäle verhinderte in 3T3-L1-Zellen in vitro die Adipogenese 
und konnte darüber hinaus in Mäusen auch in vivo Fettleibigkeit reduzieren (Zhang et al., 
2007). Auch in Menschen gibt es Hinweise auf ein TRPV1-vermitteltes, vermindertes Auftreten 
von Adipositas (Ohnuki et al., 2001). Auch wenn die genauen, molekularen Mechanismen 
noch immer nicht aufgeklärt werden konnten scheint es dennoch sicher, dass TRPV1 auch in 
die Thermogenese und die Regulation der Expression von thermogenetisch aktiven Proteinen 
wie Ucp1 involviert zu sein scheint und somit auch auf diesem Wege in den Energiehaushalt 
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und die Körpergewichtsentwicklung eingreifen kann (Hwang et al., 2005; Fernandes et al., 
2012). 
1.6 Potentielle physiologische Funktion des BK-Kanals in 
Adipozyten 
Neben der Vielzahl an Ionenkanälen, insbesondere Kaliumkanälen, welche die 
Energiehomöostase, den Metabolismus, die Glucose-Aufnahme, die Insulinfreisetzung und 
viele weitere Prozesse im Zusammenhang mit Adipositas beeinflussen, verdichten sich auch 
die Hinweise auf eine massive Beteiligung eines weiteren wichtigen Kaliumkanals hinsichtlich 
der Entstehung von Adipositas immer mehr. 
Wie bereits beschrieben (s. Kapitel 1.5) konnten unter anderem auch BK-spezifische 
Kaliumströme in murinen 3T3-L1 Zellen nachgewiesen werden (Zhang et al., 2012). 
Funktionale Untersuchungen deuteten außerdem auf eine Beteiligung des BK-Kanals an der 
Proliferation der Präadipozyten-Linie hin (Zhang et al., 2012). Auch in humanen 
Fettvorläuferzellen konnte vor kurzem die Existenz von BK-Kanälen und insbesondere deren 
zentrale Rolle bei der Zellzyklus-Progression nachgewiesen werden (Hu et al., 2009). 
Erst im Jahr 2011 gelang der Gruppe um Hong Jiao ein entscheidender Durchbruch bei der 
Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen dem BK-Kanal und Adipositas. In einer 
Genom-weiten Assoziationsstudie (GWAS) konnte das KCNMA1-Gen, welches für die α-
Untereinheit des BK-Kanals codiert, erstmals als neuer Suszeptibilitäts-Locus für Adipositas 
identifiziert werden (Jiao et al., 2011). In 5 der 6 untersuchten europäischen Kohorten konnte 
ein SNP in KCNMA1 (rs2116830) hochsignifikant mit schwerer Adipositas der Probanden in 
Zusammenhang gebracht werden. Untersuchungen der mRNA-Level subkutaner 
abdomineller Fettdepots der schlanken und adipösen Testpersonen ergab außerdem eine 
etwa 4-fach erhöhte Expression des BK-Kanals in abdominalem Unterhautfettgewebe der 
dicken Studienteilnehmer. Ebenso war die BK-Expression in isolierten Fettzellen der 
Probanden mit Adipositas auf mRNA-Ebene signifikant höher als in schlanken Kontrollen (Jiao 
et al., 2011). Auch eine Metaanalyse von 5 weiteren Folge-Kohorten konnte die Assoziation 
von KCNMA1 mit Adipositas bestätigen (Wellcome Trust Case Control, 2007). Nicht geklärt 
werden konnte in diesem Zusammenhang jedoch die Frage, ob die vermehrte BK-Expression 
Folge des adipösen Zustandes der Probanden war, oder ob tatsächlich der SNP im KCNMA1-
Gen die Ursache für das schwere Übergewicht der untersuchten Subjekte darstellt. Ein direkter 
Zusammenhang zwischen dem KCNMA1 SNP rs2116830 und dem BMI konnte in der Studie 
nicht hergestellt werden, was die Autoren zu der Spekulation veranlasste, dass KCNMA1 
möglicherweise bei einer moderaten Zunahme der Fettmasse keine Rolle spielt, hingegen 
aber bei exzessiver Fetteinlagerung im Zusammenhang mit schwerer Adipositas eine wichtige 
Funktion inne hat (Jiao et al., 2011). Da Fettgewebe eine sehr hohe Erneuerungsrate von etwa 
10% der Zellen pro Jahr aufweisen und insbesondere die Anzahl an Fettzellen einen hohen 
Impact auf die Fettmasse in Erwachsenen aufweist (Spalding et al., 2008) könnte der BK-
Kanals möglicherweise über die Erhöhung der Fettzellzahl an der Entstehung von Adipositas 
beteiligt sein. 
Untersuchungen an global BK-defizienten Tieren konnten zeigen, dass die ubiquitäre Deletion 
des BK-Kanals massiv vor exzessiver Gewichtszunahme unter HFD-Fütterung schützen kann, 
  Einleitung 
 41 
wobei sich dieser Effekt nur zum Teil auf neuronale BK-Kanäle zurückführen lässt, wie 
Untersuchungen an Nestin-Cre-vermittelten BK-defizienten Tieren zeigen konnten 
(Dissertation von B. Mohammad, 2014, Pharmazeutisches Institut, Universität Tübingen). 
Eine verminderte Nahrungsaufnahme konnte in BK-defizienten-Tieren ebenso wenig detektiert 
werden, wie eine erhöhte körperliche Aktivität, was eine Erklärung für den schlankeren 
Phänotyp der BK-defizienten Tiere hätte darstellen können. Stattdessen zeigen BK-KO Tiere 
sogar eine tendenziell eher reduzierte lokomotorische Aktivität (unpublizierte Daten von A. 
Schürmann, Deutsches Institut für Ernährungsforschung, Potsdam-Rehbrücke). 
Dementsprechend scheint die neuronale BK-Deletion in erster Linie über Hochregulation 
hypothalamischer Neuropeptide wie PACAP (Pituitary adenylate cyclase-activating 
polypeptide) und Urocortin, welche für einen Anstieg des Energieumsatzes wichtig sind, einen 
Einfluss auf die Körpergewichtsentwicklung auszubilden. Dennoch können diese Effekte die 
Auswirkungen der globalen BK-Deletion nur partiell erklären, was den Einfluss peripherer BK-
Kanäle auf die Körpergewichtsentwicklung nahelegt. 
Auch die Glucose-Homöostase sowie die β-Zell Viabilität scheinen durch BK-Kanäle 
beeinflusst zu werden (Dufer et al., 2011). In vitro konnten unter basalen Bedingungen keine 
Unterschiede in der Insulinfreisetzung aus Wildtyp- oder BK-defizienten Inselzellen detektiert 
werden, die Stimulation mit höheren Glucose-Konzentrationen offenbarte jedoch Defizite in 
der Glucose-induzierten Insulinfreisetzung der BK-KO Zellen gegenüber Kontrollen. Dies lässt 
einen direkten Einfluss des BK-Kanals auf die Stimulus-Sekretionskopplung der 
Insulinfreisetzung vermuten (Dufer et al., 2011). Ein intraperitonealer Glucose-Toleranz-Test 
zeigte außerdem auch in vivo eine deutlich verschlechterte Glucose-Toleranz der BK-
defizienten Tiere (Dufer et al., 2011), so dass dem BK Kanal eindeutig auch Effekte auf die 
den Glucose-Stoffwechsel zuzuschreiben sind. 
Alle diese Befunden legen die Vermutung nahe, dass neben zentralen BK-Kanälen, welche 
Hunger und Sättigungsgefühl, sowie die zentrale Energiehomöostase regulieren auch Effekte 
durch periphere BK-Kanäle an der Entstehung des schlanken Phänotyps BK-defizienter Tiere 





Übergewicht und Adipositas nehmen in Deutschland aber auch weltweit mittlerweile 
pandemische Ausmaße an und zählen inkl. ihrer Folgeerkrankungen zu den 10 häufigsten 
Todesursachen in Deutschland. Trotz der enorm hohen Prävalenz, Mortalität und auch 
Kostenbelastung dieser Erkrankungen ist es bislang nicht gelungen, erfolgreiche Präventions- 
und Therapiemaßnahmen zu entwickeln. Neben pharmakologischen Interventions-
möglichkeiten, welche derzeit vor allem im Einsatz von Substanzen zur Regulation des 
Hunger- und Sättigungssystems bestehen oder die Aufnahme von Nährstoffen aus der 
Nahrung reduzieren, ist in den letzten Jahren außerdem das Darmmikrobiom in den Fokus der 
Adipositas-Therapie getreten (Ley et al., 2006; Barlow et al., 2015). Dass auch Ionenkanäle 
eine wichtige Rolle bei der Regulation des Körpergewichtes spielen, wurde unter anderem bei 
pharmakologischer Blockade des KV1.3-Kanals deutlich. Im Mausmodell konnte diese 
Behandlung hocheffektiv die Manifestation einer Diät-induzierten Adipositas (DIO) verhindern 
und therapieren, was darüber hinaus auch positive Effekte hinsichtlich Blutglucose-
Konzentration, Insulinsensitivität und Blutfettwerten zur Folge hatte (Upadhyay et al., 2013). 
Interessanterweise ist ein weiterer Kaliumionenkanal, der BK-Kanal, mit der Entstehung und 
Manifestation von Adipositas assoziiert. Wie eine genomweite Assoziationsstudie erst vor 
wenigen Jahren zeigen konnte, steht ein SNP im KCNMA1 Gen hochsignifikant mit schwerer 
Adipositas im Menschen in Zusammenhang (Jiao et al., 2011). In diesen Patienten konnte 
außerdem eine massive Überexpression des BK-Kanals sowohl in Fettgewebe als auch 
isolierten Adipozyten festgestellt werden (Jiao et al., 2011). Dies steht in Einklang mit 
Befunden aus unserer eigenen Arbeitsgruppe, welche zeigen, dass die globale Deletion des 
BK-Kanals einen effektiven Schutz vor DIO darstellt (B. Mohammad, unveröffentlichte 
Dissertation 2014, Pharmazeutisches Institut, Universität Tübingen). Unglücklicherweise ist 
diese globale Deletion des BK-Kanals auch mit einer Reihe unerwünschter phänotypischer 
Ausprägungen, wie cerebellärer Ataxie (Sausbier et al., 2004), Hypertonie (Sausbier et al., 
2005), Reizblasensymptomatik und Inkontinenz (Sprossmann et al., 2009) sowie erektiler 
Dysfunktion (Werner et al., 2005) assoziiert. Da die im globalen BK-Mausmodell beobachteten 
Auswirkungen außerdem nicht vollständig über neuronale Effekte erklärt werden konnten (B. 
Mohammad, unveröffentlichte Dissertation, Pharmazeutisches Institut Universität Tübingen, 
2014) liegt die Schlussfolgerung nahe, dass auch BK-Kanäle in der Peripherie Körpergewicht 
und andere metabolische Parameter modulieren. Die Befunde der humanen 
Assoziationsstudie deuten darauf hin, dass insbesondere adipozytäre BK-Kanäle mit einer 
erhöhten Suszeptibilität für Adipositas assoziiert sind, die zugrunde liegenden zellulären 
Mechanismen sind bislang jedoch völlig unklar. Es ist daher Ziel dieser Arbeit, mittels in vitro 
Untersuchungen sowie relevanter Mausmodelle und verschiedener diätetischer 
Fütterungsprotokolle die Rolle des adipozytären BK-Kanals bei krankhafter Fettleibigkeit zu 
untersuchen. Hierbei sollen insbesondere neue Einblicke in die Funktion des adipozytären BK-
Kanals für Fettzellreifung und die Expansion der Fettgewebe ermöglicht und potentielle 
Einflüsse auf thermogenetische und metabolische Prozesse untersucht werden. Ein besseres 
Verständnis hinsichtlich der Rolle des adipozytären BK-Kanals könnte in diesem 
Zusammenhang Aufschluss darüber geben, inwiefern die genetische Deletion oder 
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pharmakologische Blockade des BK-Kanals in Fettzellen als zukünftiger Präventions- oder 






Gerät Gerätebezeichnung, Hersteller  
Absaugvorrichtung Mini-Membran-Vakuumpumpe, Laboport 
Analysenwaage  GR-202, A&D Instruments 
Analysenwaage  VWR-124 Sartorius 
Apotom Techno 5. Ebene 
Autoklav VX-55, Systec 
Autoklav VX-120, Systec 
Brutschrank CB53, Binder 
Brutschrank CB150, Binder 
Detektionssystem (Western Blot-Analyse) EttanDige Imager, GE-Healthcare 
Dispergieraggregat zur Gewebehomogenisierung Polytron PT1200E, Kinematica 
Eismaschine ZBE 30-110, Ziegra 
Elektrodenplatten für Western Blot V20 SDB, Scie-Plas 
Elektrophoresekammer für Genotypisierung Sub-cell, BioRad 
Elektrophoresekammer für Western Blot Mini Protean Tetrasystem, BioRad 
ELISA Scanner AKP 
Fluoreszenzmikroskop AxioImager Z1, Zeiss 
Fluoreszenzmikroskop BX51, Olympus 
Gefrierschrank -20 °C GN 263, Liebherr 
Gefrierschrank -20 °C GN 413, Liebherr 
Gefrierschrank -80 °C Forma 900 series, Model 906, Thermo Scientific 
Gefriertruhe -20 °C GT 611, Liebherr 
Geldokumentationsanlage Dunkelhaube BioDocAnalyze, Biometra 
Gewebehomogenisator Dispergieraggregat 1130, Kinematica 
Heizblock Thriller Thermo Incubator, Peqlab 
Heizplatte mit Steuerungseinheit (OP) TCAT-2LV Controller, Physitemp 
Isofluran-Narkoseeinheit 0258- Narkoseeinheit, Völker 
Kryotom Microm HM 560, Thermo Scientific 
Kühlschrank ST-TP1414, Comfort NoFrost, Liebherr 
Kühlzentrifugen Mikro 220R, Hettich 
Kühlzentrifugen X1R Multifuge, Heraeus 
Lichtmikroskop für Zellkultur DMIL LED, Leica 
Lichtmikroskop für Zellkultur+Histologie Axiovert 200M, Zeiss 
Luftbefeuchter für Luftstromschrank BH-860E, Honeywell 
Luftstromschrank Uniprotect, THF 3378-V02, Bioscape 
Magnetrührer Ikamag RCT, IKA 
Magnetrührer mit Heizfunktion MR82, Heidolph 
Mehrfachdispenser HandyStep S, Brand 
Messschieber zur Tibiae-Vermessug Digitale Schieblehre, Mitutoyo 
Mikrotiterplatten-Photometer Modell Sunrise, Tecan 
Mikrowelle MW9675, Severin 
PCR-Maschinen Mastercycler, Eppendorf 
PCR-Maschinen MastercyclerGradient, Eppendorf 
pH-Meter pH 540 GLP, WTW 
pH-Meter pH-Meter 761 Calimatic, Knick 
Photometer P330 Nanophotometer, Implen 
Pipetten (10, 20, 200, 1000 µl) Pipetman, Gilson 
Pipetten (8-Kanal; 200, 1000 µl) ResearchPro, Eppendorf 
Pipettierhilfe Accu jet pro, Brand 
Präparierscheren, Pinzetten FST 
qRT-PCR Maschine Opticon FD-3200, MJ Research 
Reagenzglas-Rotator Typ 3025, GFL 
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Gerät Gerätebezeichnung, Hersteller  
Reinstwasseraufbereitungsanlage Purelab flex, Elga 
Reinstwasseraufbereitungsanlage Milli-Q Biocell, Millipore 
Schüttler S20 CAT, Neolab 
Sicherheitsschrank Typ 90, Düperthal 
Sicherheitsschrank für Säuren und Laugen, Düperthal 
Sicherheitsschrank Typ G90, Düperthal 
Spannungs-/Stromgeber EV 231, Consort 
Spannungs-/Stromgeber Standard Power Pack P25, BioRad 
Spülmaschine FX-70N, Hobart 
Stereolupe für Transmitter-OP M80, Leica 
Stereolupe zur Organpräparation (für BAT-Kultur) EZ5, Leica 
Sterilwerkbank Safe 2020, Thermo Scientific 
Stickstoffbehälter RS series, tec-lab 
Stickstoff-Vorratstank XL-100, Taylor-Wharton 
Taschenwaage LS2000H, G&G 
Telemetriesystem DataScience Int. 
Temperatur-Rektalsonde MLT 1404, AD Instruments 
Transmitter Aktivität+Temp DSI 
Trockenschrank IP20 WTB, Binder 
Trockenschrank Binder FD, Binder 
Vortexer Vortex-Genie 2 G560E, Scientific Ind. 
Waage BP2100S, Sartorius 
Waage PLJ600-1GM, Kern 
Wärmelampe Infrarotlampe, Beurer 
Wasserbad TW20, Julabo 
Zentrifugen Micro 220, Hettich 
Tab. 2.1: verwendete Geräte 
2.2 Software 
Software Verwendung Hersteller 
Axio Vision Rel 4.8 Histologie (Auswertung, Visualisierung) Zeiss 
Dataquest A.R.T.3.1 Auswertung Telemetrie-Messungen DataScience Int. 
EttanDige Imager 1.0 Western Blot (Scan-Software) GE-Healthcare 
FIJI Bestimmung der Zellkerndichte Open Source 
GSA Image Analyser Histologie (Auswertung,Visualisierung) GSA 
ImageQuant TL 7.0 Quantifizierung Western Blot GE-Healthcare 
Magellan 7 Auswertung Enzym-Immunassay Tecan 
Microsoft Office Routine-Arbeiten (Statistik etc.) Microsoft 
MIRAXViewer Histologie (Auswertung, Visualisierung) Zeiss 
OpticonAnalysis 1.4 Quantifizierung qRT-PCR MJ Research 
Perseus Auswertung Proteomik MaxQuant 
Primer 3 (Freeware) Primer-Design (qRT-PCR) Centerline Software 
VevoStrain Auswertung Echokardiographie VisualSonics 
Tab. 2.2: verwendete Software 
2.3 Verbrauchsmaterialien und Kit-Systeme 
Alle gängigen Standardchemikalien wurden, sofern nicht anders erwähnt, von Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen) oder Carl Roth (Karlsruhe) bezogen und entsprachen dem höchsten 
Reinheitsgrad für molekularbiologische Analysen. Sämtliche Lösungen und Puffer wurden mit 
autoklaviertem und deionisiertem Wasser (dH2O) hergestellt. Übliche Verbrauchsmaterialien 
wie Reaktionsgefäße, Pipettenspitzen, Stripetten sowie sämtliche Gefäße für die Zellkultur 
wurden von Multimed (Kirchheim), Corning-Fisher (Kaiserslautern), Sarstedt (Nümbrecht) 
Material 
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oder Greiner Bio-One (Frickenhausen) erworben. Sämtliche Oligonukleotide wurden von 
Eurofins MWG (Ebersberg) bezogen. 
2.3.1 Verbrauchsmaterialien 
Glasware und Plastikmaterial 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Deckgläser L24 x 60 mm L.H26.1 Carl Roth GmbH 
Eppendorf-Reaktionsgefäße 2,0 ml (safe lock) 0030 120.094 Eppendorf 
Filter Tip Universal Pipettenspitzen 100 µl 772288 Greiner Bio-One 
Filter Tip Univers. Pipettenspitzen 1000 µl 740288 Greiner Bio-One 
Filter Tip Universal Pipettenspitzen 20 µl 774288 Greiner Bio-One 
Filter Tip Universal Pipettenspitzen 200 µl 739288 Greiner Bio-One 
Filterpapier Rotilabo® CL67.1 Carl Roth GmbH 
Filterpur Bottle Top Filter 0,2 µm: 250 ml  83.1822.101 Sarstedt 
Glasplatten groß für Gelelektrophorese  43197 Bio-Rad 
Glasplatten klein für Gelelektrophorese 48296  Bio-Rad  
Konische Zentrifugenröhrchen 15 ml 430766  
Konisches Zentrifugensröhrchen 50 ml 430291 Corning 
Küvetten 67.742 Sarstedt 
Membran Immobilon® Millipore, PVDF T831.1 Carl Roth GmbH 
Objektträger J2800AMNZ Gerhard Menzel GmbH 
PCR Tubes 0,5 ml 0030124.537 Eppendorf 
Petrischalen  430167 Corning 
Pipettenspitzen 10 µl 765288 Greiner Bio-One 
Pipettenspitzen 1000 µl 70.762 Sarstedt 
Pipettenspitzen 20-200 µl 70.760.002 Sarstedt 
Präzisionswischtücher Kimtech Science AA64.1 Carl Roth GmbH 
Rotilabo-Reaktionsgefäße 1,5 ml  4182.1 Carl Roth GmbH 
Spritze 10 ml Luer-Lok 300912 Becton Dickinson B&D 
Spritzenfilter Rotilabo®, PVDF (0,22 µm) P666.1 Carl Roth GmbH 
Stripetten 10 ml 4488 Corning 
Stripetten 2 ml 4486 Corning 
Stripetten 25 ml 4489 Corning 
Stripetten 5 ml 4487 Corning 
Stripetten 50 ml 4490 Corning 
Wägeschalen 1878.2 Carl Roth GmbH 
Zellkultur 12-Lochplatten 3513 Costar 
Zellkultur 6-Lochplatten 3516 Costar 
Tab. 2.3: Glaswaren und Plastikmaterialien 
Präparierbesteck 
Artikel Bestellnummer Bezugsquelle 
Abdeckglas-Pinzette, abgewinkelt 11073-10 FST 
Irisschere, gerade, spitz 14058-11 FST 
Irisschere, gerade, stumpf+spitz 14028-10 FST 
Nadelhalter 12565-14 FST 
Pinzette, fein, gebogen 91117-10 FST 
Pinzette, fein, gerade 91113-10 FST 
Pinzette, gezahnt, gerade 11002-16 FST 
Tab. 2.4: Präparierbesteck 
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2.3.2 Kit-Systeme 
Kit-System Bestellnummer Bezugsquelle 
High pure PCR Template Preparation Kit 11 796 828 001 Roche Diagnostics GmbH 
iQ™ SYBR® Green 170-8882 BioRad 
iScript™ cDNA Synthesis Kit 170-8891 BioRad 
KAPA mouse Genotyping Hot Start Kit 07-KK 7352-02 Peqlab 
Mouse Adiponectin ELISA Kit EZMADP-60K EMD Millipore Corporation, USA 
Mouse IL-6 ELISA Kit EZMIL6 EMD Millipore Corporation, USA 
Mouse Leptin ELISA Kit EZML-82K EMD Millipore Corporation, USA 
Mouse TNF alpha ELISA Kit EZMTNFA Millipore S.A.S. 
Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA 10-1249-01  Mercodia, Schweden 
Tab. 2.5: verwendete Kitsysteme 
2.4 Methoden-spezifische Materialien und Puffer 
Sofern für Versuche neben den aufgeführten Materialien und Geräten weitere, 
versuchsspezifische Arbeitsutensilien verwendet wurden, sind diese nachfolgend aufgeführt. 
2.4.1 Genotypisierungen 
DNA-Isolation und Vervielfältigung 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
10x Taq-Puffer 11435094001 Roche 
dNTPs (Nukleotide) K039.1 Carl Roth 
Ethanol (100%) 32205 Sigma-Aldrich 
High Pure PCR Preparation Kit 11796828001 Roche 
Isopropanol 6752.3 Carl Roth 
Taq DNA-Polymerase 11435094001 Roche 
Tab. 2.6: DNA-Isolation und Polymerase Kettenreaktion 
Oligonukleotide 
 Target   Primersequenz von 5‘  3‘ Fragmentgrößen 
Adiponectin F TGGTGCATCTGAAGACACTACA 
600 bp 
  R TGCTGTTGGATGGTCTTCACAG 
ROSA Tomato F CTCTGCTGCCTCCTGGCTTCT 
250 bp +330 bp   R1 CGAGGCGGATCACAAGCAATA 
  R2 TCAATGGGCGGGGGTCGTT 
obese F TGTCCAAGATGGACCAGACTC 
155 bp + 100 bp 
  R ACTGGTCTGAGGCAGGGAGCA 
BK F1 CCAGCCACAGTGTTTGTTGG 
132 bp + 466 bp + 577 bp   F2 AAGGGCCATTTTGAAGACGTC 
  R CCAGCCACAGTGTTTGTTGG 
Tab. 2.7: Oligonukleotide für Genotypisierung 
Sämtliche Oligonukleotide wurden entsprechend den Angaben des Herstellers in 
autoklaviertem MilliQ-Wasser gelöst und auf eine Stammlösungs-Konzentration von 100 µM 




Agarose-Gele und Elektrophorese 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Agarose 840004 Biozym Scientific 
Borsäure 6943.3 Carl Roth 
Bromphenolblau 15375 Serva 
DNA-Marker (2-Log DNA-Ladder) 32000-S New England Biolabs 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 8043.2 Carl Roth 
Ethidiumbromid E1510 Sigma-Aldrich 
Ficoll 400 CN90.3 Carl Roth 
Tris 5429.3 Carl Roth 
Xylencyanol X4126 Sigma-Aldrich 
 
0,5 M EDTA pH 8,0  
EDTA x 2H2O 108 g 
dH2O ad 1000 ml 
 auf pH 8,0 einstellen  
 
10x TBE-Puffer  
Tris 108 g 
Borsäure 55 g 
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 40 ml 
dH2O ad 1000 ml 
1x TBE: 1:10 verdünnen  
 
Agarosegel 2% 3,5% 
Agarose 2 g 3,5 g 
1x TBE-Puffer  100 ml 100 ml 
 
6x Gel-Ladepuffer (6x Dye)  
Ficoll 9 g 
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 12 ml 
10x TBE-Puffer 30 ml 
Bromphenolblau (55 mg/ml) 1,35 ml 
Xylencyanol (50 mg/ml) 1,5 ml 
 
DNA-Längenstandard  
6x Dye 20 µl 
2-Log DNA-Ladder 10 µl 
dH2O 90 µl 
Tab. 2.8: Agarose-Gele und Gelelektrophorese 
2.4.2 Radiotelemetrische Messungen 
Versuchsspezifische Reagenzien und Materialien 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
1 ml Insulin Spritze BD Plastipak 300013 BD 
Bepanthen-Augensalbe PZN 01578681 Roche 
Druckkatheter zur Blutdruckmessung TA11ETA-F10 DataScience Int. 
Einweg-Skalpelle 12072800 FeatherSafety Razor 
Isofluran 220/96 Aventis 
Isoprenalin I.768 Sigma-Aldrich 
Isotonische Kochsalzlösung,NaCl 0,9 % B101153 Fresenius Kabi 
Leukosilk 1,25 cm x 5 m 00626219 BSN Medical 
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Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Octenisept PZN 7463832 Schülke 
Perma-Hand Seide 5.0 K880H Ethicon  
Pinzetten diverse  FST 
Präzisionswischtücher AA64.1 Kimberly-Clark 
Rotlichtlampe 616.00 Beurer 
Scheren diverse FST 
Telemetrie-Transmitter ETA-F10 DataScience Int. 
Wattestäbchen diverse diverse 
Tab. 2.9: Material, Substanzen und Lösungen zur radiotelemetrische Messung 
2.4.3 Intraperitonealer Glucose-Toleranz-Test 
Versuchsspezifische Reagenzien und Materialien 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
1ml Insulin Spritze BD Plastipak 300013 BD 
Aprotinin A1153 Sigma Aldrich 
Blutzuckermessgerät, GlucoCheck 814773 TESTAmed 
Blutzuckermessstreifen, GlucoCheck 9670073 TESTAmed 
Bovines Serum-Albumin (BSA) A7906 Sigma Aldrich 
CaCl2 C1016 Sigma Aldrich 
Glucosteril 20%   Fresenius Kabi 
HEPES H4034 Sigma Aldrich 
Isotonische Kochsalzlösung, NaCl 0,9 % B101135 Fresenius 
Kanüle 26G BD Microlance 0,45x10 mm 300300 BD 
KCl P5405 Sigma Aldrich 
KH2PO4 3904.2 Carl Roth 
MgSO4 M7506 Sigma Aldrich 
Microvette CB 300 LH 16.443 Sarstedt 
NaCl S7653 Sigma Aldrich 
NaHCO3   Carl Roth 
50ml Falcon Tube (an der Spitze aufgeschnitten, mit Alufolie umwickelt) 
 
Aprotinin-Lösung 15 µM  
Aprotinin 1,1 mg 
NaCl-Lösung 0,9% 11,26 ml 
 
KREBS-Puffer (Glucosefrei) Endkonz. 
BSA 500,0 mg 0,5 mg/ml 
CaCl2 277,5 mg 2,5 mM 
KCl 350,4 mg 4,7 mM 
KH2PO4 136,1 mg 1,0 mM 
MgSO4 144,4 mg 1,2 mM 
NaCl 7,0128 g 120 mM 
NaHCO3 1,6802 g 20 mM 
HEPES 2,3831 g 10 mM 
MilliQ-Wasser 1000 ml 0,5 mg/ml 
pH mit 1N NaOH auf 7,4 einstellen. 
Puffer nach der Herstellung steril-filtrieren! 





Versuchsspezifische Reagenzien und Materialien 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Heizpilz G2R Heraeus Wittmann 
Soxhlet-Extraktor NS 45/NS 29-32 Schott-Duran 
Rundkolben 250 ml NS29-32 Schott-Duran 
Liebig-Rückflusskühler 40 cm NS 45-40 Schott-Duran 
Extraktionshülsen MN 645 Macherey-Nagel 
Standmixer, Metall 5593 Waring 
Chloroform 3313.2 Carl Roth 
Methanol 179957 Sigma Aldrich 
 
Methanol-Chloroform-Gemisch 
Methanol 120 ml 
Chloroform 60 ml 
Tab. 2.11: verschiedene Lösungen, Reagenzien und Materialien für Soxhlett-Fettextraktion 
2.4.5 Immunhistochemie 
Versuchsspezifische Substanzen und Materialien 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Aceton 9372.4 Carl Roth 
Aluminiumfolie 2596.1 Carl Roth 
Ammoniak (30-33%) P093.2 Carl Roth 
Deckgläser 20x60 High Precision LH26.1 Carl Roth 
DePeX Eindeckmedium HX069485 VWR  
Einbettmedium NEG50 6502 Thermo Scientific 
Eosin G (0,5%) X883.1 Carl Roth 
Eselnormalserum (NDS) 017-000-121 Dianova 
Essigsäure (100%) 3738.5 Carl Roth 
Ethanol (100%) 32205 Sigma-Aldrich 
Fettstift (Hydrophobic Barrier Pen) H-4000 Vector Laboratories 
Hämatoxylin nach Harris X903.2 Carl Roth 
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich 
Klingen (Kryotom) MX35 Thermo Scientific 
Objektträger Superfrost J1800AMNZ Menzel  
Paraformaldehyd (PFA) 0335.2 Carl Roth 
PBS 14190094 life technologies 
PermaFluor TA-030-FM Thermo Scientific 
Peroxidase Substrate Kit DAB SK4100 Vector Lab. Inc. 
Sucrose 4621.2 Carl Roth 
Toluol 7115.1 Carl Roth 
Triton X-100 3051.2 Carl Roth 
Vectastain Elite Standard Kit PK 6100 Vector Lab. Inc. 
Wasserstoffperoxid 30% 8070.2 Carl Roth 
Ziegennormalserum (NGS) S1000 Vector 
Tab. 2.12: versuchsspezifische Substanzen und Materialien, Immunhistochemie 
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Vorbereiten und Fixieren der Gewebeschnitte 
Paraformaldehyd-Lösung 4 % 
Paraformaldehyd (PFA) 4 g 




5 % 10 % 20 % 
Sucrose 5 g 10 g 20 g 
PBS 95 ml 90 ml 80 ml 
Tab. 2.13: Fixieren von Gewebeschnitten 
Permeabilisierung der Zellen 
Triton X-100-Lösung 0,3 % 
Triton X-100 1,5 ml 
PBS 500 ml 
Tab. 2.14: Permeabilisierung von Zellen 
Inhibierung der endogenen Peroxidase 
Quenching-Lösung Endkonz 
Wasserstoffperoxid 30% 200 µl 3 % 
Methanol 400 µl 20 % 
PBS 1,4 ml  
Tab. 2.15: Blockade der endogenen Peroxidase 
Blockieren unspezifischer Bindestellen 
NDS-Lösungen 1,5 % 10 % 
NDS 15 µl 100 µl 
PBS 985 µl 900 µl 
 
NGS-Lösungen 1,5 % 5 % 
NGS 15 µl 50 µl 
PBS 985 µl 950 µl 





Ethanol 80 % 
Ethanol 100 % 80 ml 
MilliQ-Wasser 20 ml 
 
Ammoniak-Lösung 0,1 %  
Ammoniak-Lösung 32 % 0,16 ml 
MilliQ-Wasser 49,84 ml 
 
Saure Eosin-G-Lösung 0,25 % 
Eosin-G-Lösung 0,5 % 25 ml 
Essigsäure 2 Tropfen 
MilliQ-Wasser 25 ml 




1,5% NGS/PBS 999 µl 




1,5% NGS/PBS 998 µl 
RoCl α-BK 2 µl 
 
Permafluor/Hoechst® 0,1 % 
Permafluor® 5 ml 
Hoechst® 1 mg/ml 5 µl 
Tab. 2.18: versuchsspezifische Substanzen und Materialien, Immunfluoreszenzfärbung 
DAB-Färbung 
ABC stock solution (BK) 
PBS 5 ml  
Reagenz A 1 Tropfen 1:100 
Reagenz B 1 Tropfen 1:100 
ABC working solution (BK) 
PBS 4 ml  
ABC stock 1 ml 1:500 
 
ABC working solution (HSL, Ucp1) 
PBS 5 ml  
Reagenz A 1 Tropfen 1:100 
Reagenz B 1 Tropfen 1:100 
Lösung muss 30 min im Dunkeln vorinkubieren 
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DAB-Substrat 
Milli-Q 5 ml 
Buffer stock 2 Tropfen 
DAB stock 2 Tropfen 
H2O2 solution 1 Tropfen 
 
Primärantikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 
anti-BK Kaninchen 1:5000 Eigener Arbeitskreis 
anti-HSL Kaninchen 1:400 Cell Signalling 
anti-Ucp1 Ziege 1:400 SantaCruz 
 
Sekundärantikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 
anti-Kaninchen, biotinyl. Ziege 
1:2000 (BK) 
1:5000 (HSL) 
Vector Laboratories Inc. 
anti-Ziege, biotinyl. Esel 1:1000 Vector Laboratories Inc. 
Tab. 2.19: versuchsspezifische Substanzen und Materialien, DAB-Färbung 
2.4.6 mRNA-Analytik mittels qRT-PCR 
Versuchsspezifische Substanzen und Materialien 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
10x Taq-Puffer 11435094001 Roche 
96-Lochplatte (Low Multiwell) ML-9601 BioRad 
Chloroform 372978 Sigma-Aldrich 
DEPC-H2O T143 Carl Roth 
DNAse I 04716728001 Roche 
Ethanol (100%) 32205 Sigma-Aldrich 
Folie zum Verschließen der Platten (Microseal B) MSB-1001 Bio-Rad 
iScript cDNA Synthesis-Kit  170-8891 BioRad 
Isopropanol 6752.3 Carl Roth 
Küvetten zur RNA-Konzentrationsbestimmung 613101 Greiner Bio-One 
peqGold RNAPure zur Aufreinigung 30-1010 Peqlab 
Oligonukleotide variabel Eurofins 
SYBR Green Supermix 170-8882 BioRad 
Tab. 2.20: versuchsspezifische Substanzen und Materialien, mRNA-Analytik 
Oligonukleotide 
    Primer Fragmentgröße  
ADD1 F GGCACTGAAGCAAAGCTGAA 117 bp 
  R TGCACTTCGTAGGGTCAGGT   
AdiNec F GGAGATGCAGGTCTTCTTGG 113 bp 
  R TCTCCAGGCTCTCCTTTCCT   
BK F GACGCCTCTTCATGGTCTTC 109 bp 
  R TAGGAGCCCCCGTATTTCTT   
cGKI F CGTTGCAGGGGGAGGATGTGAGA 109 bp 
  R TCGTCCAGTCCTCCAATCAAATGCT   
FAS F CTGAAGCCGAACACCTCTGT 98 bp 
  R CGACAATATCCACTCCCTGAA   
IL-6 F CTTCAACCAAGAGGTAAAAG 83 bp 
  R CCAGCTTATCTGTTAGGAGAG   
Leptin F TGACACCAAAACCCTCATCAAG 114 bp 
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    Primer Fragmentgröße  
  R TGAAGCCCAGGAATGAAGTC   
PGC1α F CTCTGGAACTGCAGGCCTA 124 bp 
  R CTTGGTTGGCGGTGGCAC   
PPARγ F TGTGGGGATAAAGCATCAGGC 86 bp 
  R CTTCAATCGGATGGTTCTTCG   
Prdm16 F CTTCTCCGAGATCCGAAACTTC 77 bp 
  R GATCTCAGGCCGTTTGTCCAT   
Pref1 F GAAATAGACGTTCGGGCTTG 111 bp 
  R CTTTCCAGAGAACCCAGGTG   
Ucp1 F GGCCTCTACGACTCAGTCCA 88 bp 
  R CATTAAGCCGGCTGAGATCTTG   
β-Aktin F GACGGCCAGGTCATCACTAT 89 bp 
 R CCACAGGATTCCATACCCAAG  
Tab. 2.21: Oligonukleotide für mRNA-Analyse 
Sämtliche Oligonukleotide wurden entsprechend den Angaben des Herstellers in 
autoklaviertem MilliQ-Wasser gelöst und auf eine Stammlösungs-Konzentration von 100 µM 
eingestellt. Die verwendete Arbeitskonzentration der Oligonukleotide betrug 2 µM. 
 
2.4.7 Proteinanalytik mittels Western Blot 
Versuchsspezifische Materialien und Substanzen 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Acrylamidlösung (RotiphoreseGel) 3029.2 Carl Roth 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.2 Carl Roth 
Bromphenolblau 15375 Serva 
Complete Mini-Tabs 11836170001 Roche 
Coomassie-Brilliant-BlueG250 3862.2 Carl Roth 
Dithiothreitol (DTT) 6908.1 Carl Roth 
Essigsäure (100%) 3738.5 Carl Roth 
Filterpapiere (0,35 mm) CL67.1 Carl Roth 
Glycerin 3783.1 Carl Roth 
Glycin 3908.3 Carl Roth 
Hamilton-Spritze zur Probenapplikation X035 Carl Roth 
Isopropanol 6752.3 Carl Roth 
Methanol 4627.5 Carl Roth 
Milchpulver T145.3 Carl Roth 
Natriumazid (NaN3) K305 Carl roth 
Natriumchlorid (NaCl) 3957.2 Carl Roth 
Nonidet-P40 74385-1 Sigma-Aldrich 
PeqGold® 27-2110 PeqLab 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 6367.2 Carl Roth 
Phosphorsäure (85%) 9070 Carl Roth 
Proteinmarker IV 27-2110 PeqLab 
PVDF-Membran (Blot, Immobilion Millipore) T831.1 Carl Roth 
Rinderserumalbumin (BSA)  8076.2 Carl Roth 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 5136.2 Carl Roth 
Sterilfilter BT25 Sarstedt 
Tetramethylethylendiamid (TEMED) 263.3 Carl Roth 
Tris 5429.3 Carl Roth 
Tween 20 9127.1 Carl Roth 
UV-Küvetten 0030106300 Eppendorf 
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Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
β-Mercaptoethanol 4227.1 Carl Roth 
Tab. 2.22: versuchsspezifische Substanzen und Materialien, Proteinanalytik 
Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung 
200 mM PMSF  
PMSF 348,4 mg 
Ethanol (100%) 10 ml 
 Lagerung bei -20 °C  
 
1 M Tris-HCl pH 8,3  
Tris 121,14 g 
dH2O ad 1000 ml 
 auf pH 8,3 einstellen  
 
SDS-10%  
SDS 10 g 
MilliQ-Wasser ad 100 ml 
 
SDS-Lysepuffer  
Tris-HCl (1 M, pH 8,3) 210 µl 
SDS (10%) 670 µl 
β-Mercaptoethanol 170 µl 
PMSF (200 mM) 20 µl 
dH2O ad 10 ml 
 
4x Laemmli  
SDS 2,25 g 
Tris 1,2 g 
Glycerin 20 ml 
Bromphenolblau 6 mg 
dH2O ad 50 ml 
 auf pH 6,7 einstellen  
 
4x Laemmli mit DTT   
4x Laemmli 1,5 ml 
DTT (1 M) 75 µl 
 
Bradford-Lösung  
Coomassie-BlueG250 100 mg 
Phosphorsäure (84,5%) 100 ml 
Ethanol (100%) 50 ml 
dH2O ad 1000 ml 
Tab. 2.23: Proteinanalytik und Konzentrationsbestimmung 
SDS-Gelelektrophorese 
0,6 M Tris-HCl pH 6,8  
Tris 72,68 g 
dH2O ad 1000 ml 






1,8 M Tris-HCl pH 8,8  
Tris 218,05 g 
dH2O ad 1000 ml 
 auf pH 8,8 einstellen  
 
Sammelgel 5 %  
Acrylamid (Rotiphorese) 0,83 ml 
Tris-HCl (0,6 M, pH 6,8) 0,5 ml 
dH2O 3,6 ml 
SDS (10%) 50 µl 
TEMED 10 µl 
APS (30%) 16,6 µl 
 
10x Elphor   
Tris 3150 g 
Glycin 720 g 
SDS 50 g 
dH2O ad 5000 ml 
 auf pH 8,3 einstellen  
 
1x Elphor   
10x Elphor 100 ml 
dH2O 900 ml 
Tab. 2.24: SDS-Gelelektrophorese 
Western Blot 
Anodenpuffer I  
Tris 36,3 g 
Methanol 200 ml 
dH2O ad 1000 ml 
 auf pH 10,4 einstellen  
 
Anodenpuffer II  
Tris 3,6 g 
Methanol 200 ml 
dH2O ad 1000 ml 
 auf pH 10,4 einstellen  
 
Kathodenpuffer   
Tris 3,0 g 
6-Aminocapronsäure 5,8 g 
Methanol 200 ml 
dH2O ad 1000 ml 
 auf pH 7,6 einstellen  
 
Blockierungslösung  
Milchpulver 5 g 
1x TBS-T ad 100 ml 
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Antikörper-Verdünnungslösung 
1x TBS-T 95 ml 
BSA 5 g 
NaN3 (10%) 500 µl 
 
10x TBS-T  
Tris 24,2 g 
NaCl 164,6 g 
Tween 20 10 ml 
dH2O ad 2000 ml 
 auf pH 8,0 einstellen   
 
1x TBS-T  
10x TBS-T 100 ml 
dH2O 900 ml 
Tab. 2.25: versuchsspezifische Substanzen und Materialien, Western Blot 
Verwendete Antikörper 
Antikörper Hersteller / Produktnummer Verdünnung 
anti Ucp1 (Ziege) Santa Cruz / Sc-6528 1:1000 
anti-GAPDH (Kaninchen) Cell Signaling / #2118 1:1000 
anti-Ziege Cy5 (Esel) Abcam / ab6566 1:2500 
anti-Kaninchen Cy5, ECL Plex (Ziege) GE Healthcare / PA 45011 1:2500 
Tab. 2.26: Antikörper für Western Blot 
2.4.8 Primäre Präadipozytenkulturen 
Versuchsspezifische Substanzen und Materialien 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
8-Br-cGMP B 004-50E BioLog 
Calciumchlorid (CaCl2) C1016 Sigma Aldrich 
Collagenase Typ I C0130 Sigma Aldrich 
Dexamethason D4902 Sigma Aldrich 
D-Glucose G7021 Sigma Aldrich 
DMEM-Ham’s F12 (DMEM-F12) FG4815 Biochrom AG 
DMSO D4540 Sigma Aldrich 
Fetales Kälberserum (FCS) 10270 Gibco 
Filterhalter   Merck Millipore 
Gewebefilter 20 µm NY2002500 Merck Millipore 
Gewebefilter 180 µm NY8H02500 Merck Millipore 
HEPES H4034 Sigma Aldrich 
Indomethacin I7378 Sigma Aldrich 
Insulin, human C-52310 PromoCell 
Isobutylmethylxanthin (IBMX) I5879 Sigma Aldrich 
Kaliumchlorid (KCl) P5405 Sigma Aldrich 
Kaliumhydroxid (KOH) 6751.1 Carl Roth 
Natrium-Ascorbat A4034 Sigma Aldrich 
Natriumchlorid (NaCl) S5886 Sigma Aldrich 
Neubauer-Zählkammer, modifiziert; C-Chip DHC-N01 DigitalBio 
Paxillin BML-KC-155 Enzo 
PBS-Lösung 14190 Gibco 
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Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Penicillin/Streptomycin (PenStrep) 15140 Gibco 
Rosiglitazon R2408 Sigma Aldrich 
Salzsäure 1N diverse Diverse 
Scheren  diverse FST 
Sp-cAMPS A003-10S BioLog 
Triiodthyronin (T3) T6379 Sigma Aldrich 
Tab. 2.27: versuchsspezifische Substanzen und Materialien, Präadipozytenkulturen 
Isolation von Präadipozyten 
HEPES-Lösung 1,25x Endkonz. 
HEPES 29,8 g 0,1 M 
NaCl 8,78 g 0,12 M 
KCl 4,66 g 50 mM 
D-Glucose 1,12 g 5 mM 
BSA 18,8 g 1,5 % 
CaCl2 0,132 g 1 mM 
MilliQ Wasser 1 L  
NaOH bis pH 7,3  
Steril Filtrieren und bei -20 °C lagern 
 
Collagenase-Stammlösung 
Collagenase Typ I 5000 units/ml 
MilliQ Wasser  Nach Bedarf 
Aliquots à 1 ml bei -20 °C lagern 
 
Collagenase-Verdaulösung 
Collagenase Stammlösung 1 ml 
HEPES-Lösung 1,25x 4 ml 
Tab. 2.28: Isolation von Präadipozyten 
Stammlösungen 
0,5 N KOH  
KOH 0,56 g 
Milli-Q Wasser 20 ml 
 
0,02 M HCl  
HCl 1N 1 ml 
Milli-Q Wasser 49 ml 
 
Insulin (1,7 mM)   
Insulin 50 mg 
0,02 M HCl 5,13 ml 
Bei -20 °C lagern  
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Insulin (17 µM)   
Insulin 1,7 mM 10 µl 
0,02 M HCl 990 µl 
Am Versuchstag frisch herstellen 
 
Dexamethason (10 mM)   
Dexamethason 3,93 mg 
Ethanol p.a. (unvergällt) 1 ml 
Bei -20 °C lagern  
 
Dexamethason (100 µM)   
Dexamethason 10 mM 10 µl 
Ethanol p.a. (unvergällt) 990 µl 
Am Versuchstag frisch herstellen 
 
IBMX (25 mM)   
IBMX 5,56 mg 
0,5N KOH 1 ml 
Am Versuchstag frisch herstellen 
 
Indomethacin (6 mM)   
Indomethacin 2,15mg 
DMSO 1 ml 
 
Rosiglitazon (25 mM)  
Rosiglitazon 8,94 mg 
DMSO 1 ml 
Lagerung bei -20 °C  
 
Rosiglitazon (250 µM)  
Rosiglitazon 25 mM 10 µl 
DMEM-F12 990 µl 
Am Versuchstag frisch herstellen 
 
T3 (5 mM)  
T3 3,36 mg 
NaOH (1 M) 1 ml 
 
T3 (50 µM)  
T3-Lösung (5 mM) 10 µl 
DMEM-F12 990 µl 





T3 (500 µM)  
T3-Lösung (50 µM) 100 µl 
DMEM-F12 900 µl 
am Versuchstag frisch herstellen 
Tab. 2.29: Stammlösungen für Zellkulturmedien 
Zellkultur-Medien 
DMEM-F12 Medium  
DMEM-F12 500 ml 
PenStrep 5 ml 
 
DMEM-F12 mit FCS 5 % 10 % 
FCS 25 ml 50 ml 
DMEM-F12 475 ml 450 ml 
 
eWAT-Induktionsmedium Endkonz. 
Insulin 17 µM  1,0 ml 170 nM 
Dexamethason 100 µM 0,5 ml 1 µM 
IBMX 25 mM 2,0 ml 500 µM 
Indomethacin 6 mM 0,5 ml 30 µM 
DMEM-F12 5% FBS 96 ml  
 
iWAT-Induktionsmedium Endkonz. 
Insulin 17 µM  1,0 ml 170 nM 
Dexamethason 100 µM 0,5 ml 1 µM 
IBMX 25 mM 2,0 ml 500 µM 
Indomethacin 6 mM 0,5 ml 30 µM 
T3 50 nM 2,0 ml 1 nM 
Rosiglitazon 250 µM 1,0 ml 2,5 µM 
DMEM-F12 5% FCS 93 ml  
 
Insulin containing medium Endkonz. 
Insulin 17 µM 1 ml 170 nM 
DMEM-F12 mit 10% FCS 99 ml  
 
BAT-MSC-CM Endkonz. 
Insulin 1,7 µM  235 µl 4 nM 
T3 500 nM 800 µl 4 nM 
Natrium-Ascorbat 250 µl 25 µg/ml 
DMEM-F12 10% FBS 98,72 ml  
 
BAT-MSC-CM (mit Compunds) Endkonz. 
8Br-cGMP 100 mM 1 µl 100 µM 
Sp-cAMPS 100 mM 1 µl 100 µM 
Paxilline 4 mM 1 µl 4 µM 
BAT-MSC-CM 1 ml  
Tab. 2.30: Zellkulturmedien 
  





Ölrot 0,25 g 
Isopropanol 99% ad 50ml 
 
Ölrot Arbeitslösung (60%) 
Ölrot Stammlösung 30ml 
Milli-Q-Wasser 20ml 
Die Arbeitslösung muss täglich frisch hergestellt und 
über einen Papierfilter filtriert werden 
Tab. 2.31: Ölrot-Lösungen 
2.4.9 xCELLigence 
Versuchsspezifische Substanzen und Materialien 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
DMEM-Ham’s F12 (DMEM-F12) FG4815 Biochrom AG 
DMSO D4540 Sigma Aldrich 
E-Plate 96 wells 05232376001 ACEA Biosciences Inc. 
Fetales Kälberserum (FCS) 10270 Gibco 
Paxillin BML-KC-155 Enzo 
RCTA-Analyzer 05228972001 ACEA Biosciences Inc. 





3.1 Haltung der Tiere 
Alle verwendeten Tiere wurden in der Tierhaltung des Pharmazeutischen Instituts, Lehrstuhl 
für Pharmakologie, Toxikologie und klinische Pharmazie gemäß geltender 
tierschutzrechtlicher Vorgaben gehalten und gezüchtet.  
Die Tiere wurden hierfür in S1-Räumen unter kontrollierten und standardisierten Bedingungen 
bei einer Luftfeuchtigkeit von 50 ± 5% Luftfeuchtigkeit und 22 ± 1,5 °C gehalten. 
Die Mäuse wurden in Gruppen von 2-3 Tieren in Makrolon Typ II Käfigen in einer SPF-Haltung 
(spezifiziert Pathogen-freie Haltung) mit 12-stündigem Tag-Nacht-Rhythmus und 
unbegrenztem freiem Zugang zu Wasser und standardisiertem Futter untergebracht und 
hatten grobes Holzstreu und Nistmaterial zur Verfügung. 
Tiere, welche sich in einem Versuch befanden wurden in speziellen Luftstromschränken 
(Uniprotect) unter denselben Bedingungen gehalten.  
Mäuse, welche sich in Fütterungsversuchen befanden, wurden für diesen Zeitraum 
versuchsbedingt einzeln gehalten. Außerdem wurden alle im Versuch befindlichen Tiere 
mindestens 2x wöchentlich auf Verhaltens- und Gesundheitsveränderungen hin untersucht. 
Alle durchgeführten Tierversuche wurden unter Beachtung der nationalen 
Tierschutzbestimmungen durchgeführt und waren von der zuständigen Tierschutzbehörde, 
dem Regierungspräsidium Tübingen, genehmigt. 
3.2 Generierung der konstitutiven und konditionalen BK-KO 
Mausmodelle, sowie transgener Mauslinien 
Die Generierung der Versuchstiere erfolgte als Dauerverpaarung, bestehend aus einem 
männlichen Tier und 1-2 Weibchen, in Makrolon Typ III Käfigen. Zu Beginn der Verpaarung 
waren die Männchen mindestens 10 Wochen alt, die weiblichen Tiere mindestens 8 Wochen. 
Die entstandenen Würfe würden in einem Alter von 3-5 Wochen mit einer Ohrmarkierung 
versehen und genotypisiert (s. Kapitel 0). Spätestens in einem Alter von 5 Wochen würden die 
Würfe abgesetzt und geschlechter-spezifisch getrennt. 
Bei allen Verpaarungen wurde darauf geachtet, dass sowohl Wildtypkontrollen als auch 
transgene- bzw. Knockout-Tiere in einem Wurf generiert werden konnten, um für die 
Versuchskohorten optimale Vergleichbarkeiten zu schaffen. 
Die weitere Haltung erfolgte wie bereits in Kapitel 3.13.1 beschrieben. 
Sofern nicht explizit angegeben, wurden für alle Versuche männliche Tiere im entsprechenden 
Alter verwendet. Beginn für die Fütterungsversuche war ein Alter von 10 Wochen. Die ggf. 
notwendigen Tamoxifen-Injektionen (s. Kapitel 3.2.3) erfolgten im Alter von 8 Wochen. 
3.2.1 BK 
Zur Generierung einer globalen, konstitutiven BK-Kanal-defizienten Mauslinie (Genotyp: 
BKL1/L1) wurde das Exon 7 des KCNMA1-Gens wie zuvor bereits beschrieben (Sausbier et al., 
2004) mittels homologer Rekombination deletiert. Dieses Exon codiert für die porenbildende 
Region der α-Untereinheit sowie einen Abschnitt des S6-Segmentes des BK-Kanals. Durch 
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die Deletion der entsprechenden Gensequenz kommt es im Folgenden zu einem vollständigen 
Verlust der Kanalfunktion. 
Zur Generierung der homozygoten BK-Wildtyp (Genotyp: BK+/+) und BK-Knockout Tiere 
wurden heterozygote BK-Tiere (Genotyp: BKL1/+) mit C57BL6N Hintergrund untereinander 
verpaart. In der F1-Generation (Founder 1) entstanden aus diesen Verpaarungen sowohl BK+/+ 
Tiere (25%) als auch Wurfgeschwister mit globaler Deletion des BK Kanals (25%) sowie ca. 
50% heterozygote BK-Tiere. Für sämtliche Fütterungs-Versuche wurden ausschließlich 
männliche Tiere aus diesen Verpaarungen verwendet. 
3.2.2 ob/ob X BK-Doppelmutanten 
Um zu untersuchen, ob die genetische Deletion des BK Kanals auch etablierte obese-
Mausmodelle vor übermäßiger Gewichtszunahme und Fettassoziation schützen kann wurden 
doppel-mutante Tiere generiert, welche sowohl BK-Kanal-defizient sind als auch eine Mutation 
im Leptin Gen aufweisen. Zur Generierung dieser ob/ob X BK Tiere waren mehrere 
Verpaarungsschritte nötig (s. Abb. 3.1). 
 
Abb. 3.1: Verpaarungsschema ob/ob X BK Doppelmutanten 
BK-Kanal-Wildtyp-Gen (BK, +), ► (loxP-Erkennungssequenz, L1) entspricht dem BK-defizienten Allel, 
ob (inaktives Leptin-Gen mit Punktmutation), Lep+ (Leptin-Wildtyp-Gen); Weitere Informationen im Text. 
ob/ob Mäuse 
B6.V-Lep ob/J Mäuse auf C57BL6/J Hintergrund weisen eine autosomal rezessive 
Punktmutation im Chromosom 6 des Leptin-Gens auf, wodurch die Tiere nicht mehr in der 
Lage sind, funktionales Leptin-protein zu bilden. Mäuse mit homozygoter Mutation auf beiden 
Allelen (ob/ob) zeichnen sich durch eine, ab einem Alter von 4 Wochen erkennbare, massiv 
gesteigerte Gewichtszunahme gegenüber ihren schlankeren heterozygoten (ob/+) oder 
homozygoten Wurfgeschwistern (Lep+/+) aus. Im Fettgewebe geht dies sowohl mit einer 
Hyperplasie, als auch einer Hypertrophie der Fettzellen einher und auch die Adiponektin-
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Spiegel sind hier klar erhöht. Teilweise kann dieser schwer adipöse Phänotyp durch die aus 
dem Leptinmangel resultierende massive Hyperphagie zurückgeführt werden, da durch den 
Mangel an Leptin zum einen anorexigene Signalwege über POMC (Proopiomelanocortin) und 
CART (Cocain- und Amphetamin-reguliertes Transkript) nicht aktiviert werden können und 
darüber hinaus orexigene Signalkaskaden über AgRP (Agouti-related Protein) und NPY 
(Neuropeptid Y) auf Grund des Leptinmangels und der daraus resultierend fehlenden 
negativen Rückkopplung nicht unterdrückt werden. Des Weiteren zeigen diese Tiere 
Hyperglykämie, Glucose-intoleranz und erhöhte Plasma-Insulinspiegel, was in einem 
Diabetes-ähnlichen Phänotyp zusammengefasst werden kann. Auch Wundheilung, Fertilität 
und Körpertemperatur der homozygot mutierten Tiere sind verändert. 
Männliche 6 Wochen alte B6.V-Lep ob/J Tiere wurden über Charles River (Italien) bezogen 
und ab einem Alter von 12 Wochen verpaart. Neben der Verpaarung mit BKL1/+ Tieren erfolgte 
auch eine Verpaarung mit weiblichen C57BL6/J Mäusen um die Founder-Generation weiter 
erhalten zu können. 
ob/+ X BKL1/+ Mäuse (F1) 
Da homozygote ob/ob Tiere weitgehend infertil sind wurden zur Generierung der gewünschten 
BK- und Leptin-Doppelmutanten heterozygote ob/+ Tiere mit C57BL6/J verwendet. Diese 
wurden in einem ersten Schritt mit heterozygoten BKL1/+ Mäusen auf C57BL6/N Hintergrund 
verpaart. Dabei entstanden in der F1-Generation unter anderem Tiere auf gemischtem 
C57BL6/J und C57BL6/N Hintergrund, welche sowohl heterozygot für die BK-Kanal-Deletion 
als auch hinsichtlich der Leptin-Gen-Mutation waren (ob/+ X BKL1/+).  
ob/ob X BKL1/L1 Mäuse und Kontrollen (F2) 
Zur Generierung der eigentlichen Versuchskohorten, welche homozygote Leptin- und BK-
Mutanten sowie deren homozygote WT-Kontrollen einschloss, wurden die Tiere der F1-
Generation wiederum untereinander verpaart. Aus diesen Vereinigungen entstanden unter 
anderem BK+/+ sowie BKL1/L1 Tiere, welche entweder homozygote Mutationen im Leptin Gen 
aufwiesen (ob/ob) oder Wildtypen hinsichtlich des Leptin-Gens (Lep+/+) waren. 
Wie bei allen Kreuzungen wurden auch hier direkte Verpaarungen von Geschwistertieren 
untereinander vermieden. 
3.2.3 adipoBK 
Neben dem konstitutiven BK-Knockout-Modell wurde im Rahmen dieser Arbeit eine weitere, 
Fettzell-spezifische BK-Knockout Mauslinie (adipoBK) entwickelt. 
Dieses Modell soll eine differenziertere Aussage über die Aufgabe und die Funktionen des BK 
Kanals in Adipozyten hinsichtlich Körpergewichtsentwicklung und Adipogenese ermöglichen. 
Es handelt sich bei diesem Mausmodell um einen konditionalen Knockout, der sowohl 
induzierbar als auch gewebsspezifisch für Adipozyten ist. Die Generierung des adipoBK 
Modells beruht auf der Verpaarung von adipoCreERT2tg/+ Mäusen mit der BK Mauslinie (s. 
Abb. 3.2). 
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Abb. 3.2: Verpaarungsschema adipoBK-Tiere 
BK-Kanal-Wildtyp-Gen (BKα, +), ► (loxP-Erkennungssequenz, L1) entspricht dem BK-defizienten Allel, 
Expression der Cre-Rekombinase in Fettzellen unter Kontrolle des Adiponektin-Promotors 
(adipoCreERT2tg/+, kurz: adipoCre; in gelbem Kreis), Genotyp in Fettzellen (gelbes Oval), von loxP-
Erkennungssequenzen umgebenes BK-Gen (L2); Weitere Informationen im Text. 
Zur Generierung der adipoBK Versuchstiere wurden zunächst transgene Mäuse mit 
C57BL6/N-Hintergrund verwendet, die zusätzlich zu ihrer physiologischen Protein- und 
Enzymausstattung eine Tamoxifen-aktivierbare Cre-Rekombinase (CreERT2) unter Kontrolle 
des Adiponektin-Promotors exprimieren (adipoCreERT2tg/+) (Sassmann et al., 2010). 
Tamoxifen, ein selektiver Östrogen-Rezeptor-Modulator, aktiviert die Rekombinase-Aktivität 
des hier verwendeten Cre-Fusionsproteins über eine mutierte Liganden-Bindungsdomäne des 
humanen Östrogen-Rezeptors (ER) (Leone et al., 2003). Die Gewebsspezifität dieses 
Mausmodells wird über die Expressionskontrolle der Cre-Rekombinase unter Kontrolle des 
Adiponektin-Promotors realisiert. Adiponektin wird physiologisch fast ausschließlich in 




adipoBKL1/+ Mäuse (F1) 
Zur Generierung der Adipozyten-spezifischen BK-KO Tiere erfolgte im ersten Schritt eine 
Verpaarung der adipoCreERT2tg/+ Tiere mit BKL1/+ Mäusen auf C57BL6/N Hintergrund. Aus 
diesen Verpaarungen gingen in der F1-Generation doppel-mutante Mäuse hervor, welche 
sowohl die Cre-Rekombinase in Fettzellen exprimieren (adipoCreERT2tg/+), als auch 
heterozygot für den BK Kanal (BKL1/+) sind. 
adipoBKL1/L2 und adipoBK+/L2 Mäuse (F2) 
Die in der F1-Generation entstandenen Tiere wurden in einem nächsten Schritt wiederum mit 
gefloxten BKL2/L2 Tieren mit gemischtem Hintergrund (mixed; SV129, C57BL6/N) verpaart. Bei 
den BKL2/L2 Mäusen handelt es sich hinsichtlich der BK-Kanal Konstitution um Wildtyp Tiere. 
Allerdings wurden bei diesen Tieren sowohl vor, als auch hinter dem für Exon 7 codierenden 
Abschnitt der KCNMA1-Gensequenz über homologe Rekombination loxP-Sequenzen 
eingebracht, welche als Schnittstellen für die Cre-Rekombinase dienen. Aus dieser F2-
Generation der Kreuzung entstanden im Folgenden die Versuchsmäuse mit den gewünschten 
Genotypen: adipoCreERT2tg/+ X BKL1/L2 (adipoBKL1/L2) sowie adipoCreERT2tg/+ X BK+/L2 
(adipoBK+/L2). Zur Erhaltung der adipoCreERT2-Linie wurden diese regelmäßig mit C57BL6/N 
Tieren verpaart. 
In den 8 Wochen alten Tieren der F2-Generation wurde durch intraperitoneale Injektion von 1 
mg Tamoxifen pro Tag, gelöst in 50µl Miglyol, der gefloxte Genabschnitt eliminiert. Dieses 
Injektionsprotokoll wurde an 5 aufeinander folgenden Tagen angewendet um eine nahezu 
vollständige Aktivierung der CreERT2-Rekombinase zu erzielen, was letztlich zur Konversion 
des loxP-flankierten L2 Allels in ein L1 Allel führte. 
3.2.4 adipoBK X ROSA Tomatotom/+ 
Um die Gewebespezifität sowie die Effizienz der CreERT2-Rekombinase zu überprüfen 
wurden adipoCre transgene Tiere (Genotyp: adipoCreERT2tg/+, kurz: adipoCre) mit ROSA 
Tomato Reporter-Mäusen (Genotyp: ROSA26 Tomatotom/+) verpaart. 
ROSA Tomato Reporter-Mäuse tragen ein mittels homologer Rekombination in den ROSA 
Locus eingebrachtes Konstrukt, welches aus einem pCA-Promotor, sowie einer loxP 
flankierten Sequenz für membranständige rote Fluoreszenz (tdTomato) und einer 
Polyadenylierungs-Sequenz (pA) besteht, welche als Stopcodon dient. Daran schließt eine 
Sequenz an, welche für EGFP codiert, gefolgt von einer weiteren Polyadenylierungs-Sequenz 
als Stopcodon (Muzumdar et al., 2007). 
Ohne Cre-Aktivität führt die pCA-Promotoraktivität somit zur Expression des roten Tomato-
Fluoreszenzmarkers. Nach Cre-Rekombinase vermittelter Exzision des loxP-flankierten 
Tomato-Gens sowie der ersten pA-Sequenz kommt es zur Expression des grünen EGFP-
Proteins und somit zu einer grünen Fluoreszenz in allen Geweben, in welchen die Cre-
Rekombinase exprimiert wird. 
Zur Generierung der doppelt-transgenen Tiere wurden adipoCre-ERT2tg/+ Mäuse mit 
heterozygoten ROSA26 Tomatotom/+ Tieren verpaart. Aus diesen Verbindungen gingen doppel-
transgene Versuchstiere (Genotyp: adipoCreERT2tg/+ X ROSA26 Tomatotom/+), sowie einfach-
transgene Kontrolltiere (Genotyp: adipoCreERT2tg/+ oder ROSA26 Tomatotom/+) hervor. In 
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einem Alter von 8 Wochen wurden die Tiere an 5 aufeinanderfolgenden Tagen mit 1 mg 




Abb. 3.3: Verpaarungsschema adipoCreERT2tg/+ X ROSA26 Tomatotom/+ 
(A) Die Reportermaus (ROSA26 Tomato) trägt ein genetisches Konstrukt, das mittels homologer 
Rekombination in den ROSA26 Locus eingebracht wurde. Dieses besteht aus einem Promotor (pCA), 
einer Erkennungssequenz für die Cre-Rekombinase (graues Dreieck, loxP-Erkennungssequenz), 
einem Abschnitt für membranständige rote Fluoreszenz (mT), gefolgt von einer 
Polyadenylierungssequenz (pA) und einer weiteren loxP-Erkennungssequenz, auf welche die 
codierende Region für ein membranständiges grünes Fluoreszenzprotein (mG), sowie eine weitere 
Polyadenylierungssequenz folgen. Gewebe, welche das Reportergen beinhalten fluoreszieren rot, nach 
Aktivierung der Cre-Rekombinase durch Tamoxifen (Tam) erfolgt die Exzision des gefloxten 
Genabschnittes und die Expression des grünen Fluoreszenzproteins. (B) Durch Verpaarung der 
ROSA26 Tomato Reporter-Tiere (Genotyp: ROSA26 Tomatotom/+) mit einer Adipozyten-spezifischen 
Cre-Maus (Genotyp: adipoCreERT2tg/+) erfolgt die Deletion des gefloxten Genabschnittes 
ausschließlich in Adipozyten und es entsteht eine doppeltransgene Mauslinie (Genotyp: 
adipoCreERT2tg/+ X ROSA26 Tomatotom/+). 
Um die Cre-Spezifität und -Effizienz zu untersuchen wurden die Tiere im Alter von 10 Wochen 
wie in Kapitel 3.4.5 beschrieben prozessiert. Die Gewebe durchliefen anschließend einen 
Sucrose-Gradienten und wurden letztlich in Gefriermedium eingebettet (s. Kapitel 3.5.2.1) und 
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.  






Zur Identifikation der Jungtiere aus den beschriebenen Verpaarungen (s. Kapitel 3.2) wurden 
alle Mäuse in einem Alter von 3-5 Wochen mit Ohrclips markiert. Im Zuge dessen wurde bei 
den Tieren außerdem die Schwanzspitze biopsiert. Aus den gewonnenen 
Schwanzspitzenbiopsien wurde die DNA isoliert (s. Kapitel 3.3.1). Diese wurde mittels 
Polymeraser Kettenreaktion vervielfältigt (s. Kapitel 3.3.2) und mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt (s. Kapitel 0), um die Größe der entstandenen 
Amplifikationsprodukte zu analysieren. 
3.3.1 Extraktion von DNA aus Schwanzspitzenbiopsien 
Zur Ermittlung des Genotypes wurde bei allen Jungtieren im Alter von 3-5 Wochen circa 1mm 
der Schwanzspitze biopsiert. 
Die Extraktion der DNA erfolgte dann in mehreren Schritten mit Hilfe des High Pure PCR 
Template Preparation Kit (Roche, s. Kapitel 0). In einem ersten Schritt wurden den Biopsien 
200 µl Tissue Lysis Buffer und 40 µl Proteinase K zugesetzt und das Gemisch für mindestens 
5 Stunden, in der Regel jedoch über Nacht, unter kräftigem Schütteln (450-500 U/min) bei 55 
°C inkubiert. Hierbei werden die Zellen mit Hilfe des Puffer-Proteinase-Gemisches lysiert und 
Proteine abgebaut. Des Weiteren inaktiviert die Proteinase K vorhandene DNasen und 
verhindert somit die Degradation der Schwanzspitzen-DNA. Nach der Inkubation wurden die 
Gewebelysate außerdem mit einer sterilen Pipettenspitze mechanisch zerkleinert. Nach 
anschließender Zugabe von 200 µl Binding Buffer und 100 µl Isopropanol wurde das Gemisch 
5 min bei 13000x g zentrifugiert um Zellmembranfragmente und andere zelluläre Bestandteile 
zu sedimentieren. Die im Überstande befindliche DNA wurde auf Filterröhrchen überführt. Das 
im Bindepuffer enthaltene Guanidin ermöglichte bei der folgenden 1-minütigen Zentrifugation 
(8000x g), die Bindung von Nukleinsäuren an die im Filter vorliegenden Silica-Kügelchen. Bei 
den folgenden beiden Waschschritten mit jeweils 500 µl Waschpuffer wurden 
Verunreinigungen eluiert und verworfen. Hierfür wurde jeweils für 1 min bei 8000x g 
zentrifugiert. In einem letzten Schritt wurde die Silica-gebundene DNA mittels Zugabe von 
200 µl Elution Buffer aus den Filtern herausgewaschen. Hierbei sorgt die hohe Tris-
Konzentration in diesem Puffer für eine Destabilisierung der DNA-Bindung und ermöglicht 
deren Elution durch Zentrifugation (1 min, 8000 x g). Die so gewonnene DNA wurde entweder 
zur baldigen Weiterverarbeitung bei 4-8 °C oder zur späteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
3.3.2 Vervielfältigung der DNA mittels Polymeraser Kettenreaktion 
Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine schnelle und 
verlässliche Methode zur selektiven Vervielfältigung gewünschter DNA-Fragmente in-vitro 
(Mullis et al 1986, Mullis et al. 1987). Sie setzt sich aus drei aufeinander folgenden 
Hauptschritten zusammen. Als erstes erfolgt die so genannte Denaturierung, bei welcher die 
DNA auf 94-96 °C erhitzt wird um Wasserstoffbrückenbindungen aufzubrechen und die 
komplementären DNA-Stränge zu trennen. In einem zweiten Schritt erfolgt die als Annealing 
bezeichnete Hybridisierung der spezifischen Primer an die komplementären DNA-Sequenzen. 
Die hierfür nötige Temperatur ist in erster Linie von den Eigenschaften der Primer, vor allem 
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deren Schmelztemperatur, abhängig. In der Regel liegt die optimale Temperatur für den 
Hybridisierungs-Schritt bei 55-65 °C. Die Elongation beschreibt die Verlängerung der 
komplementären Stränge, ausgehend vom 3‘-Ende der hybridisierten Primer. Die Temperatur 
dieses Schrittes hängt von der optimalen Arbeitstemperatur des Enzyms ab und liegt in der 
Regel zwischen 68-72 °C. Alle Schritte werden in mehreren Zyklen wiederholt um 
ausreichende Mengen an Amplifikationsprodukten zu erhalten. 
Zur Genotypisierung der Versuchstiere wurde die wie unter 3.3.1 beschrieben, gewonnene 
DNA mittels PCR amplifiziert. Hierzu wurde Primersequenzen verwendet, welche an direkt 
flankierende Bereiche der genetisch modifizierten Abschnitte der Maus-DNA binden konnten. 
Der sogenannte Forward Primer (F) wurde hierbei so gewählt, dass er an das 3‘-Ende der 
jeweiligen Zielsequenz des kodierenden Stranges band, der Reverse Primer (R) hingegen 
bestand aus einer Oligonukleotidsequenz, welche am komplementären Strang anknüpfen 
konnte. Die optimale Temperatur für das Annealing lag bei 56 °C. Ausgehend von diesen 
gebundenen Primersequenzen erfolgte nun die Elongation des jeweils neuen komplementären 
Stranges in 5‘-3‘-Richtung durch die Taq-DNA-Polymerase. Die im PCR-Ansatz (s. Tab. 3.1) 
enthaltenen Desoxyribonukleotide (dNTPs) wurden hierbei als Bausteine für die Generierung 
neuer DNA-Stränge verwendet während die enthaltenen Magnesiumionen und der pH-Wert 
des Puffers sowie die gewählte Temperatur von 72 °C für eine optimale Aktivität der Taq-DNA-
Polymerase eine wichtige Rolle spielten. Der beschriebene Zyklus aus Denaturierung, 
Primerhybridisierung und Verlängerung wurde, jeweils noch weitere 35 Mal wiederholt um eine 
ausreichend hohe Menge an Amplifikationsprodukten zu generieren. 
Die PCRs wurden alle Eppendorf-PCR-Reaktionsgefäßen, mit einem Fassungsvolumen von 
500µl, mittels programmierbarem Thermocycler (Eppendorf Mastercylcer) durchgeführt. 
Die Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsansätze ist unter Tab. 3.1 aufgeführt. 
 BK Tomato adipoCre ob/ob 
MilliQ-H2O 37,3 37,8 38,8 37,8 
10x Taq-Puffer 5,0 5,0 5,0 5,0 
dNTPs 1,0 1,0 1,0 1,0 
F1 [20µM] 1,5 1,0 1,0 1,0 
F2 [20µM] 1,0 - - - 
R1 [20µM] 1,0 1,0 1,0 1,0 
R2 [20µM] - 1,0 - - 
Taq-Polymerase 0,2 0,2 0,2 0,2 
DNA 3,0 3,0 3,0 3,0 
Alle Volumenangaben in [µl] 




 Temperatur Zeit 
Denaturierung 94 °C 3 min 
Primerhybridisierung 56 °C 30 s 
Elongation 72 °C 30 s 
Wdh. von Denaturierung (10 s), Primerhybridisierung und Elongation für 35 weitere Zyklen 
Terminale Elongation 72 °C 5 min 
Kühlung 10 °C max. 3 Std. 
Tab. 3.2: PCR-Programm Genotypisierung 
3.3.3 Enzymatischer Verdau von Schwanzspitzen-DNA mittels Dde1 
In der ob/ob Mauslinie (s. Kapitel 3.2.2) führt eine spontane Punktmutation in Chromosom 6 
des für Leptin codierenden Genes zum adipösen Phänotyp der betroffenen Tiere. 
Neben dem daraus resultierenden vollständigen Unvermögen der genetisch modifizierten 
Tiere, funktionales Leptin-Protein generieren zu können ist durch diese Mutation im ob-Allel 
der Mäuse außerdem eine potentielle Schnittstelle für das Enzym Dde1 entstanden. Dieses 
Charakteristikum wird bei der Genotypisierung dieser Mauslinie genutzt. Dde1 kann hierbei 
zwischen Cytosin (C) und Thymidin (T) in einer 5‘-CTNAG-3‘-Sequemz schneiden. Diese 
Sequenz entsteht durch die beschriebene Punktmutation im Leptin-Gen und führt somit in ob-
Tieren zum Auftreten einer Dde1-Schnittstelle, wohingegen WT-Allele vor Dde1-Verdau 
geschützt sind. 
Nach der Isolation und Amplifikation der DNA wie unter Kapitel 3.3.1 und Kapitel 3.3.2 
beschrieben wurde mit den PCR-Produkten der ob/ob-Tiere ein Dde1-Verdau durchgeführt. 
Hierzu wurde das PCR-Produkt mit für 60min bei 37 °C mittels Dde1 verdaut, wodurch aus 
dem 155 bp umfassenden PCR-Produkt zwei Fragmente mit einer Größe von 100 bp und 
55 bp entstanden. Der Verdau erfolgte hierfür wie in Tab. 3.4 beschreiben, der 
Reaktionsansatz setzt sich wie in Tab. 3.3 aufgeführt zusammen.  
 Volumen 
Dde1 1,0 µl 
DNA 25,0 µl 
10xNEB-Puffer 3 5,0 µl 
BSA 0,5 µl 
MilliQ-H2O 18,5 µl 
Tab. 3.3: Zusammensetzung Dde1-Restriktionsverdau 
 Temperatur Zeit 
Verdau 37 °C 60 min 
Inaktivierung 65 °C 1 min 
Kühlung 10 °C max. 3 Std. 
Tab. 3.4: Programm Dde1-Restriktionsverdau 
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3.3.4 Detektion der DNA mittels Ethidiumbromid und Agarose-
Gelelektrophorese 
Die mittels PCR gewonnenen DNA-Amplifikationsprodukte wurden anschließend in einem 
Agarose-Gel im elektrischen Feld aufgetrennt. Hierbei macht man sich die negative Ladung 
der DNA-Fragmente durch die enthaltenen Phosphatreste der Desoxyribonukleotide zunutze, 
welche eine Wanderung der Fragmente zur Anode, dem positiv geladenen Pol, bedingt. Die 
Agarose bildet hierbei eine Art Filter, welcher kleinen Molekülen eine leichte Fortbewegung 
ermöglicht, während größere Fragmente das Gel nur langsam durchqueren können. 
Dementsprechend durchlaufen die PCR-Produkte das Gel in einer Distanz, welche sich 
umgekehrt proportional zu ihrer Größe verhält. 
Für die Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese wurden in der Regel 
2%-ige Agarose Gele verwendet. Eine Ausnahme bildeten hier wiederum ob/ob-Tiere, da auf 
Grund der sehr kleinen Verdau-Produkte eine Agarose-Konzentration von 3,5% gewählt 
werden musste um eine ausreichende Auftrennung zu erzielen. 
Die Agarose wurde in TBE-Puffer (s. Kapitel 2.4.1) durch kurzes Aufkochen gelöst und 
anschließend unter ständigem Rühren bis auf ca. 40 °C abgekühlt, bevor Ethidiumbromid in 
einer Endkonzentration von 1 µl/ml zugegeben wurde. Dieses interkaliert in die DNA und 
ermöglicht somit eine Visualisierung der DNA-Fragmente unter Bestrahlung mit UV-Licht. Das 
handwarme Gel wurde in entsprechenden Gelschlitten, mit Kämmen zur Ausbildung von 
Proben-Taschen, ausgebracht und bis zur vollständigen Polymerisierung abgekühlt. 
Die Proben wurden im Verhältnis 1:6 mit 6x Dye (s. Kapitel 2.4.1) versetzt, welcher einerseits 
die Viskosität der Proben erhöht, außerdem aber auch Xylencyanol und Bromphenolblau 
enthält, welche bei ca. 800 bp und 100 bp farbige Banden erzeugten und somit die 
Visualisierung der bisherigen Laufstrecke der DNA-Fragmente ermöglichte. Zur Bestimmung 
der Fragmentgrößen wurde neben den Proben auch ein Standard mit definierten DNA-
Fragmenten in einem Bereich von 0,1-10 kb aufgetragen (2-Log DNA ladder). Die 
Gelelektrophorese erfolgte, nach anfänglich angelegten 80 V für ca. 15 min, über einen 
Zeitraum von 1-2 h bei 100-120 V bis eine ausreichende Auftrennung der DNA erfolgt war. Die 




3.3.5 Bestimmung der Genotypen mittels DNA-Fragmentgrößen-
Analyse 
Zur Auswertung der PCR-Ergebnisse (s. Kapitel 3.3.2) wurden Agarose-Gelbilder angefertigt 
(s. Kapitel 3.3.4) und analysiert. 
 
Abb. 3.4: Repräsentative Aufnahmen der Fragmentgrößen-Analysen zur Genotypisierung 
Repräsentative Bilder nach Auftrennung der PCR-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese zur 
Identifizierung der jeweiligen Versuchstiere. (A) AdipoCre-Mauslinie, (B) globale BK-Mauslinie, (C) 
Leptin-Mutanten und (D) ROSA26-Reporter-Tiere. Fragmentgröße in Basenpaaren (bp), BK-Knockout-
Gen (L1), gefloxtes/von loxP-sites flankiertes BK-Gen (L2), Leptin-Gen mit Punktmutation (ob), transgen 
(tg), ins Genom integrierte Tomato-Reporter-Sequenz (tom), Wildtyp (+). Weitere Erläuterungen im 
Text. 
BK 
Die Untersuchung des BK-Genotypes basierte auf dem Nachweis von Exon 7 des KCNMA1-
Gens, welches bei BK-defizienten Tieren deletiert wurde (Sausbier et al., 2004). Das Amplifikat 
eines WT-Tieres umfasste hierbei eine Größe von 466 bp, während L1-Allele (mit deletierter 
Sequenz des Exon 7) nur noch eine Größe von 132 bp aufwiesen. Gefloxte L2-Allelen, bei 
welchen das BK-Gen von loxP-sites flankiert ist, hatten eine etwas erhöhte Fragmentgröße 
von 577 bp. Bei heterozygoten Tieren konnten die beiden jeweiligen Banden detektiert 
werden. 
adipoCreERT2tg/+ 
Der Nachweis der korrekt eingebauten adipoCreERT2-Rekombinase erfolgte durch eine 
Bande bei 600 bp, welche im WT nicht zu sehen war. 
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ROSA26 Tomatotom/+ 
Die transgenen ROSA26 Tomato Reporter Tieren (s. Kapitel 3.2.4) waren durch ein PCR-
Amplikon mit einer Größe von 250 bp identifizierbar. In den korrespondierenden WT-Tieren 
wurde mit diesem Ansatz hingegen ein 330 bp großes DNA-Fragment amplifiziert. 
ob/ob 
Eine Unterscheidung der Genotypen war hier erst nach der Durchführung des enzymatischen 
Verdaues mit Dde1 möglich (s. Kapitel 3.3.3), da zuvor sowohl WT als auch die ob-Mutanten 
ein PCR-Produkt mit ca. 155 bp aufwiesen. Dieses konnte bei Tieren, welche die 
Punkmutation im Leptin-Gen trugen durch den Dde1-Verdau in zwei Fragmente mit 100bp und 
55bp aufgetrennt werden. Nach dem Verdau war zumeist nur noch die 100 bp umfassende 
Bande neben dem 150 bp umfassenden Signal detektierbar. Heterozygote Tiere zeichneten 




3.4 In vivo Versuche 
3.4.1 Fütterungsversuche 
Die Ernährung, insbesondere die Zusammensetzung der Nahrung und deren Kaloriendichte, 
haben weitreichende Auswirkungen auf Körpergewicht, Körperstruktur, Fetteinlagerung und 
daraus resultierenden Erkrankungen. 
 
Abb. 3.5: Zusammenstellung der verschiedenen Diäten 
CD 10 %, Kontrolldiät mit 10 % der Energie aus Fett; HFD 45 %, Hochfettdiät mit 45 % der Energie aus 
Fett; HFD 60 %, Hochfettdiät mit 60 % der Energie aus Fett; Protein, hellgrau; Fett, rot; Kohlenhydrate, 
dunkelgrau. Weitere Informationen im Text. 
Standarddiäten 
In der Versuchstierhaltung und Zucht eingesetzte Standarddiäten (normal chow, NC) bestehen 
in der Regel aus cerealischen Rohstoffen. Sie enthalten Rohstoffe aus Soja, Mais und Weizen 
sowie sämtliche, für die Tiere essentiellen Zusatzstoffe wie Vitamine, Spurenelemente und 
Mineralien. Ihre Zusammensetzung ist oftmals nicht genau bekannt oder angegeben und kann 
innerhalb gewisser Grenzen, auf Grund variierender natürlicher Ausgangsrohstoffe, zwischen 
verschiedenen Chargen leicht verändert sein. 
Sonderdiäten 
Bei der eingesetzten Kontrolldiät (control diet, CD) sowie den verschiedenen genutzten 
Hochfettdiäten (high-fat diet, HFD) handelt es sich um spezielle Sonderdiäten, welche aus 
gereinigten und/oder chemisch genau definierten Rohstoffen zusammengesetzt sind. Sie 
bestehen unter anderem aus speziell extrahiertem Casein, aufgereinigter Maisstärke, 
mikrokristalliner Cellulose, Saccharose und raffinierten Ölen wie beispielsweise 
Sonnenblumenöl. Entsprechend zubereitete Sonderdiäten können Übergewicht und 
Adipositas gezielt induzieren und so mittels geeigneter Untersuchungsmethoden einen 
Einblick in die dahinter steckende Pathophysiologie zu erlangen.  
Bei Menschen, wie auch bei Mäusen (Buettner et al., 2007; Johnston et al., 2007; Samuelsson 
et al., 2008) ist bekannt, dass die Zufuhr von besonders fettreicher Nahrung Adipositas 
auslösen kann. Bei Nagetieren wie Ratten und Mäusen kommen in der Regel HFDs zum 
Einsatz, deren Fettgehalt 30-75% des gesamten Energiegehaltes ausmachen. Buettner et al. 
kamen in ihren Untersuchungen zu dem Schluss, dass besonders Diäten in einem Bereich 
von ca. 40% Energie aus Fett gut geeignet sind, um Adipositas in Tieren auszulösen. 
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Fütterungsprotokolle mit adipoBK- und globalen BK-Tieren 
Um die genauen Auswirkungen verschiedener Diäten, in Abhängigkeit von der BK-Kanal-
Expression, auf das Körpergewicht wie auch auf die Körperstruktur, sowie metabolische und 
entzündliche Aspekte zu untersuchen, wurden verschiedene BK-Kanal-defiziente Mauslinien 
und ihre Wildtyp-Wurfgeschwister über einen Zeitraum von 18 Wochen mit unterschiedlichen 
Hoch- oder Normfettdiäten konfrontiert.  
Es wurden zwei unterschiedliche Fütterungsprotokolle angewandt: Die Versuchstiere erhielten 
dabei entweder Zugang zu einer Kontrolldiät (CD), oder einer Hochfettdiät (HFD). Die 
Zuteilung für die verschiedenen Kohorten erfolgte randomisiert nach dem Zufallsprinzip, wobei 
darauf geachtet wurde, Wurfgeschwister jeweils in die verschiedenen Versuchsgruppen 
einzuteilen um eine gute Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 
AdipoBK-KO Tiere sowie globale BK-KO und ihre jeweiligen Kontrollen erhielten, beginnend 
mit einem Alter von 10 Wochen, für zwei Wochen eine purifizierte Kontrolldiät mit einem Anteil 
von 10% der umsetzbaren Energie aus Fett, was einem Fettanteil von ca. 4% entspricht 
(C1090-10, Altromin). Dieses 2-wöchige Intervall gab den Tieren die Möglichkeit, sich an die 
hochreine Diät zu gewöhnen und stellte außerdem einen vergleichbaren Startpunkt der Tiere 
hinsichtlich physiologischer und biologischer Parameter sicher. 
 
Abb. 3.6: Protokolle der Fütterungsversuche 
(A) Kontrolldiät (CD)- und (B) Hochfettdiät (HFD)-Fütterungsschema globaler BK-Kohorten. (C) CD- und 
(D) HFD-Fütterungsprotokoll von adipoBK-Tieren. Injektion von Tamoxifen (TAM) an 5 
aufeinanderfolgenden Tagen im Alter von 8 Wochen (t8) (Präventionskohorten) oder 19 Wochen (t19) 
(Therapiekohorten). Weiter Informationen zum Ablauf im Text. 
Mit einem Alter von 12 Wochen begannen anschließend die eigentlichen, 18 Wochen 
andauernden Fütterungsversuche. Während eine Kohorte als Kontrollgruppe weiterhin CD 
erhielt wurde die zweite Kohorte mit den eigentlichen Versuchstieren auf eine HFD umgestellt. 
Globale BK-defiziente Tiere sowie ihr WT-Wurfgeschwister erhielten hierbei eine HFD mit 45% 
der Energie aus Fett (C1090-45, Altromin), was einem Rohfettgehalt von ca. 22% entsprach. 
Adipozyten-spezifische BK-KO-Tiere und entsprechende Kontrollen erhielten eine 60%ige 
HFD (C1090-60, Altromin), deren Rohfettanteil ca. 34% ausmacht. Die genaue 





In einem Alter von 30 Wochen, d.h. nach 18 Wochen diätetischer Fütterung zuzüglich 2-
wöchiger Gewöhnungsphase, wurden die Tiere wie unter Kapitel 3.4.5 beschrieben geopfert 
und wie unter Kapitel 3.4.6 angegeben untersucht. 
Fütterungsprotokoll ob/ob X BK-Tiere 
Ob/ob Tiere weisen auf Grund der Mutation im Leptin-Gen und dem damit verbundenen 
Leptin-Mangel bereits ab einem Alter von 4 Wochen ein massiv erhöhtes Körpergewicht und 
damit assoziierte metabolische Veränderungen auf. Dieses etablierte Mausmodell für 
Adipositas musste dementsprechend nicht mit einer besonderen HFD behandelt werden, 
sondern erhielt über den gesamten Versuchszeitraum lediglich eine normale Standarddiät 
(normal chow, NC). Ab einem Alter von 4 Wochen wurde das Körpergewicht der Tiere über 
einen Zeitraum von 20 Wochen 7-tägig ermittelt. Im Alter von 24 Wochen wurden die Tiere wie 
in Kapitel 3.4.5 beschrieben geopfert und wie unter Kapitel 3.4.6 angegeben untersucht. 
 
Alle Tiere hatten während der gesamten Fütterungsversuche freien Zugang zu Wasser und 
Futter ad libitum und wurden wöchentlich gewogen. Da der besonders hohe Fettanteil der HFD 
die Nahrung hinsichtlich oxidativer Veränderungen und Verderb sehr anfällig macht, wurden 
die Sonderdiäten bei -20 °C gelagert und wöchentlich erneuert. Die Standarddiäten konnten 
bei Raumtemperatur gelagert werden und wurden bei Bedarf regelmäßig aufgefüllt.  
3.4.2 Modifizierter Metabolischer Käfig 
Um den täglichen Futterkonsum der Tiere untersuchen zu können wurden die Mäuse für einen 
begrenzten Messzeitraum einzeln in modifizierten metabolischen Käfigen gehalten. Im 
Gegensatz zu klassischen metabolischen Käfigen wurden die Tiere hierfür auf Plexiglas-
Platten anstatt Gittern gehalten, wodurch sich der Stress der Einzelhaltung für die Tiere weiter 
reduzieren ließ. 
Nach einer Gewöhnungsphase von 4 Tagen wurde an 4 aufeinander folgenden Tagen die 
konsumierte Futtermenge mit Hilfe einer Feinwaage ermittelt. Hierfür wurde der frisch gefüllte 
Futterbehälter zu einem definierten Zeitpunkt sowie 24 h später erneut gewogen. Aus der 
Differenz dieser Massen ergab sich die konsumierte Futtermenge pro Tag. 
Der Futterkonsum wurde auf diese Weise zu Beginn der Diäten (in einem Alter von 10 bzw. 
12 Wochen) sowie am Ende der jeweiligen Diät (30. Woche) ermittelt. 
3.4.3 Radiotelemetrische Ermittlung von Körpertemperatur und 
Aktivität 
Mit Hilfe telemetrischer Systeme ist es möglich mehrere physiologische Parameter wie 
lokomotorische Aktivität, Körpertemperatur aber auch die Herzschlagfrequenz parallel zu 
ermitteln. Insbesondere für die Körpertemperaturmessung stellt dieses Verfahren eine sehr 
attraktive Alternative zu klassischen Rektal-Messungen oder Messung der 
Oberflächentemperatur mittels thermographischer Infrarot-Aufnahmen dar, da hierbei mit Hilfe 
der implantierten Transmittersysteme die Körperkerntemperatur ermittelt wird. Des Weiteren 
werden Stress-induzierte Anstiege in der Körpertemperatur während der Messung verhindert, 
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da die Tiere nicht wie beispielsweise bei einer Rektalmessung fixiert oder betäubt werden 
müssen sondern ohne jegliche Störung in ihren Haltungskäfigen verbleiben können. 
Vor Implantation der Transmittersysteme wurden die Tiere mittels Inhalationsnarkose, 
bestehend aus einem Isofluran-Sauerstoff-Gemisch betäubt. Diese Methode erlaubt eine sehr 
gute Steuerung der Dauer und Tiefe der Narkose, welche durch Kontrolle der Zwischenzeh-
Reflexe regelmäßig überprüft wurde. Zur Einleitung der Narkose wurde eine Isofluran-
Konzentration von ca. 5% verwendet, im Anschluss daran wurde die Narkose während des 
gesamten Operationszeitraumes mit einer Konzentration von 1,5-2,5% Isofluran 
aufrechterhalten. Um ein Auskühlen der Tiere während der ca. 15-minütigen Implantation zu 
verhindern, wurden diese auf einer 37 °C warmen, beheizbaren OP-Platte gelegt (s. Abb. 3.7). 
Außerdem wurde eine Dexpanthenol-haltige Augensalbe auf beide Augen aufgebracht um ein 
Austrocknen der Hornhaut des Auges und daraus resultierende Verletzungen zu vermeiden.  
Anschließend wurden die Tiere in Rückenlage gebracht und an den Extremitäten fixiert. Der 
Bauch wurde nun mit Alkohol desinfiziert und das Fell auf einer Fläche von ca. 4-6 cm² mit 
Hilfe eines Skalpells vorsichtig abrasiert. Nach erneuter Kontrolle der Zwischenzeh-Reflexe 
wurde, bei ausreichend tiefer Narkose, die Bauchdecke durch einen ca. 12 mm langen, 
sagittalen Schnitt eröffnet. Anschließend erfolgte ein weiterer, etwa 10 mm langer 
Sagittalschnitt durch die tieferliegenden Muskelschichten des Peritoneums um dieses zu 
eröffnen. Der mit 0,9% Kochsalzlösung (NaCl) befeuchtete Transmitter (ETA-F10, DSI) wurde 
nun mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig in die Bauchhöhle geschoben. Da lediglich die 
Körpertemperatur und die lokomotorische Aktivität erfasst werden sollten wurden die Silikon-
ummantelten, zur EKG-Messung vom Transmitter abgehenden, Drähte zuvor auf eine Länge 
von 1-2 cm gekürzt und am Ende jeweils mit Nahtmaterial abgebunden um ein Eindringen von 
Flüssigkeit zu vermeiden. Die flexiblen Drähte wurden gemeinsam mit dem Transmitter ins 
Peritoneum eingebracht und so platziert, dass eine Reizung oder gar Verletzung der Organe 
vermieden wurde. Nach erfolgreicher Implantation des Telemetrie-Transmitters wurde die 
Wunde mit einem 5-0 Seidenfaden (s. Kapitel 2.4.2) verschlossen. Hierzu wurden erst die 
inneren Muskelschichten mit 5-7 Einzelheftnähten fixiert, bevor auch die Bauchdecke mit 
weiteren 5-7 Stichen vernäht wurde. Während der gesamten Operation wurde ein Austrocknen 
der Bauchhöhle sowie der OP-Fläche durch wiederholtes Befeuchten mit 0,9% NaCl-Lösung 
verhindert. Um einer Entzündung der Operationsnaht zu vorzubeugen wurde diese mit einem 
Octenidin- und Phenoxyethanol-haltigen Wunddesinfektionsmittel versorgt. Anschließend 
wurde die Fixierung der Tiere aufgehoben und diese wieder in Bauchlage gebracht bevor die 
Inhalationsnarkose abgestellt wurde. Zum vollständigen Erwachen aus der Narkose wurden 
die Tiere wieder in ihre frisch befüllten Heimatkäfige verbracht und unter einer Rotlichtlampe 





Abb. 3.7: Ablauf der Implantierung telemetrischer Transmitter 
(A) Fixierung der betäubten Verssuchstiere und Desinfektion der Operationsfläche. (B) Entfernung der 
Behaarung mittels steriler Skalpell-Klinge. (C) Eröffnung der Bauchhöhle, Implantation des 
Transmitters. (D) Verschluss der Bauchhöhle mit Einzelheftnähten. (E) Verschluss der Bauchdecke. 
Weiter Informationen im Text. 
Nach einer Regenerationszeit von 3-4 Tagen konnten die Temperatur- und 
Aktivitätsmessungen gestartet werden. Hierfür wurden die einzeln sitzenden Tiere in ihren 
jeweiligen Käfigen auf Empfängerplatten gestellt, welche das telemetrische Signal der 
implantierten Transmitter empfangen und dieses über eine Matrix-Switch-Einheit an einen 
Computer zur weiteren Verarbeitung mittels Dataquest A.R.T Software übermitteln konnten. 
Nach Anschalten der Transmitter über elektromagnetische Induktion detektierten diese alle 
60 min für einen Zeitraum von 5 min die Körpertemperatur und lokomotorische Aktivität der 
Tiere. Diese Messungen waren für die Tiere nicht wahrnehmbar und konnten so ohne eine 
Störung des Schlaf-Wach-Rhythmus erfolgen. Die Parameter wurden jeweils über einen 
Zeitraum von mindestens 96 h detektiert und konnten anschließend mit Hilfe der Dataquest 
A.R.T Software ausgewertet und analysiert werden. 
Nach erfolgter Messung wurden die Tiere wie beschrieben (s. Kapitel 3.4.5) mit CO2 
euthanasiert bevor die Transmittersysteme entnommen wurden. Diese wurden nach 
Explantation für ein bis drei Tage in 1%iger Tergazym®-Lösung inkubiert, welche neben 
proteolytischen Enzymen auch Tenside enthält und dazu diente, etwaige Gewebereste am 
Transmitter abzubauen. Ausschließlich Transmitter, die völlig frei von Geweberesten sind, 
können für eine erneute Transplantation wiederverwendet werden. Anschließend wurden die 
Transmitter für weitere 24 h zur Desinfektion mit 2%ige Glutaraldehyd-Lösung behandelt, 
bevor sie mit steriler 0,9% NaCl-Lösung abgespült und getrocknet wurden. Bis zur weiteren 
Verwendung wurden die Transmitter in sterilen 15ml Reaktionsgefäßen aufbewahrt. 
3.4.4 Intraperitonealer Glucose-Toleranz-Test (i.p. GTT) 
Der Glucose-Toleranz-Test (GTT) ist eine in der klinischen Praxis weit verbreitete Methode 
um den Glucose-Stoffwechsel bei Mensch und Tier hinsichtlich physiologischer und 
pathologischer Veränderungen zu untersuchen. Neben seiner Anwendung im klinischen 
Bereich kommt der GTT in verschiedenen Variationen (intraperitonealer GTT, oraler GTT, 
intravenöser GTT) auch in der Forschung vielfach zur Anwendung und stellt hier eine äußerst 
probate Methode zur Analyse von Veränderungen des Glucose-Metabolismus hinsichtlich der 
Entwicklung eines Diabetes mellitus oder metabolischen Syndroms in Nagetieren, sowohl 
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unter physiologischen Bedingungen aber auch nach diätetischen Fütterungsversuchen, in vivo 
dar. 
Zur Analyse der Glucose-Toleranz wurden die Mäuse vor Beginn einer Diät, im Alter von 10 
Wochen, sowie nach 18-wöchiger Fütterung mit CD oder HFD (s. Kapitel 3.4.1), in einem Alter 
von 30 Wochen, über Nacht für 10 h gefastet, bevor eine definierte Glucose-Dosis von 2 mg/g 
Körpergewicht intraperitoneal (i.p.) appliziert wurde. Der Blutglucosegehalt wurde zum 
Zeitpunkt 0 min (unmittelbar vor der Glucose-Applikation) sowie 15, 30, 60 und 120 min nach 
Gabe der Glucoselösung mit Hilfe von GlucoCheck plus Sensoren und dem GlucoCheck-
Advance Testgerät (Testamed) ermittelt. Hierzu wurde ca. 0,5 mm der Schwanzspitze der 
Tiere biopsiert und anschließend der zweite austretende Bluttropfen aufgefangen. 
Neben der Blutentnahme zur BG-Bestimmung wurden den Tieren außerdem zu allen 
Zeitpunkten zur späteren Insulin-Bestimmung einige Tropfen Blut entnommen. Dieses wurden 
in einer heparinisierten Microvette® (CB 300LH, Sarstedt) gesammelt und sofort mit 1 µl 
Aprotinin-Lösung (15 µM) versetzt. Auf diese Weise konnte sowohl eine Gerinnung der 
Blutproben, durch die Heparin-Beschichtung, als auch ein Abbau des Insulins, durch Zugabe 
von Aprotinin, verhindert werden. Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung (s. Kapitel 
3.5.6.1) auf Eis gelagert. 
Die Versuchstiere wurden während des gesamten Versuches einzeln in Käfigen mit Einstreu, 
aber ohne Zellstoff, gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser ad libitum. 
3.4.5 Organentnahme und Serumkollektion 
Zur finalen Blut-, sowie zur Organentnahme wurden die Tiere durch langsames Einleiten von 
CO2 in den Heimatkäfig euthanasiert. 
Nach Feststellen des Todes wurde die Bauchdecke der Tiere durch einen ca. 1 cm langen 
Schnitt unterhalb des Rippenbogens eröffnet. Es erfolgten transversale Schnitte beidseits 
entlang der Rippen sowie ein sagittaler Schnitt bis zur Schwanzwurzel. Durch dieses Vorgehen 
ließ sich das Bauchfell zur Seite klappen, was den Eintrag von Fell in die Bauchhöhle 
verhinderte. Unterstützend und auch, um eine Kontamination zu vermeiden wurden die Tiere 
zuvor mit ausreichend 80% Ethanol besprüht. 
3.4.5.1 Blutentnahme 
Anschließend erfolgten die Öffnung der Bauchhöhle und die Entnahme des Blutes über die 
abdominelle Aorta. Hierfür wurde eine Kanüle proximal in die Bauchaorta eingeführt und 
mittels einer 1 ml Spritze mit 27er-Kanüle durch sanften Unterdruck Blut entnommen. Das 
gewonnene Blut wurde mindestens 30 min auf Eis gelagert, um die vollständige Gerinnung zu 
ermöglichen. Anschließend erfolgte eine 15-minütige Zentrifugation bei 4 °C und 4000 rpm um 
die festen Blutbestandteile zu sedimentieren. Der klare Überstand wurde anschließend, ohne 
das entstandene Pellet aufzuwirbeln, vorsichtig entnommen und in ein frisches 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Die gewonnenen Serumproben wurden bis zur weiteren 
Verarbeitung bei -80 °C gelagert. 
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3.4.5.2 Präparation verschiedener Fettdepots und weiterer Organe 
Nach der Opferung der Tiere und dem Eröffnen der Bauchdecke (s. Kapitel 3.4.5) wurden die 
subkutan gelegenen Leistenfett-Depots (iWAT) ventral der Oberschenkel entnommen. Im 
Anschluss erfolgten die Organentnahmen aus der Bauchhöhle, sowie die Entnahmen des um 
die Nebenhoden gelegenen, epididymalen Fettgewebes (eWAT), des mesenterischen Fettes, 
der perirenalen Fettdepots, welche rings um die Nieren angeordnet sind, sowie der Nieren 
selbst. Diese wurden mit einer Präparierschere komplett vom umliegenden Fettgewebe gelöst. 
Des Weiteren wurde die Leber präpariert. Hierzu wurden die Leberlappen mit einer feinen 
Schere vorsichtig von der Gallenblase befreit und entlang der Wirbelsäule vom Körper 
abgelöst. 
Die Entnahme der interscapularen Fettgewebe erfolgte von dorsal. Das Fell wurde hierfür 
durch einen ca. 1cm langen, transversalen Schnitt direkt oberhalb der Schulterblätter eröffnet. 
Im Anschluss wurde die Haut durch einen sagittalen Schnitt entlang der Wirbelsäule 
durchtrennt und das Fell zur Seite geklappt. Anschließend konnten die interscapularen 
Fettdepots entnommen werden. Dazu wurden cranial gelegene Abschnitte des weißen 
interscapularen Fettes caudal nach hinten umgelegt um das darunter befindliche braune 
interscapulare Fett (BAT) freizulegen. Die beiden pyramidenförmigen, bräunlich gefärbten 
BAT-Depots wurden durch gerade Schnitte vom anschließenden weißen Fettgewebe 
losgelöst. Im Anschluss konnte dieses mit einer geraden Schere von den umliegenden 
Muskelschichten abgelöst und entnommen werden. 
Alle Gewebe wurden nach der Organentnahme in entsprechende 1,5 ml, 2 ml oder 15 ml 
Reaktionsgefäße verbracht, gewogen und anschließend entweder direkt weiter verarbeitet 
oder in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Proben wurden dann bis zur weiteren Verwendung 
bei -80 °C gelagert. 
3.4.5.3 Entnahme der Tibiae 
Da auf Grund der diätetischen Fütterungsversuche und der verschiedenen Genotypen stark 
differierende Körpergewichte innerhalb der Kohorten erwartet wurden, erfolgte außerdem die 
Entnahme des Schienbeinknochens, um eine adäquate und gewichtsunabhängige 
Normierung der verschiedenen Fettdepots, der Leber sowie des Körpergewichtes zu 
ermöglichen. 
Zur Entnahme der Tibia wurde der rechte Femur direkt oberhalb des Kniegelenkes 
durchtrennt. Durch 15- bis 20-minütiges kochen konnten an der Tibia verbliebene 
Gewebsstücke sowie mögliche Reste des Oberschenkelknochens mit Hilfe einer Pinzette 
recht einfach entfernt werden. Die freigelegten Schienbeinknochen wurden anschließend 
mittels Schieblehre vermessen. 
3.4.6 Analyse von Körpergewicht und Fettdepotgewichten 
Um die Gewichtsentwicklung aller Tiere auf verschiedenen Diäten untersuchen zu können 
wurden diese, beginnend ab einem Alter von 10 Wochen für adipoBK und BK Tiere oder einem 
Alter 4 Wochen für ob/ob x BK-Mäuse, wöchentlich, sowie direkt vor der terminale 
Organentnahme gewogen. Die Tiere wurden hierzu aus ihren Haltungskäfigen in eine nach 
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oben hin offene Box (ca. 8 cm x 10 cm x 8 cm) gesetzt und auf einer oberschaligen 
Taschenwaage gewogen. 
Die verschiedenen Fettdepots, sowie die Leber und die Nieren wurden wie unter Kapitel 
3.4.5.2 beschrieben entnommen und mittels Analysenwaage in Reaktionsgefäßen gewogen. 
Um Gewichtsunterschiede zwischen den Kohorten, welche auf Genotyp-abhängige 
Größendifferenzen zurück zu führen sind, auszugleichen wurden die terminalen 
Körpergewichte sowie die Massen der einzelnen Organe und Fettdepots auf die Tibialänge 
(TL) normiert. 
3.5 In vitro Versuche 
3.5.1 Determinierung der Körperstruktur mittels Soxhlet-
Fettextraktion 
Neben der Analyse einzelner Fettmassen und des gesamten Körpergewichtes sollte auch die 
genaue Köperstruktur analysiert werden. Insbesondere, da beispielsweise kleine Fettdepots 
oder Unterhautfettgewebe schwierig zu determinieren sind und es besonders unter HFD-
Fütterungen auch zu massiven Fetteinlagerungen in Gewebe kommt, sollte auch der gesamte 
Körperfettanteil, sowie der Anteil an Wasser und fester Masse (Muskeln, Knochen, Knorpel, 
etc.) bestimmt werden. 
Hierzu wurden die Tiere nach Beendigung der Fütterungsversuche über Nacht gefastet, um 
potentielle Verfälschungen des Fettgehaltes durch Nahrungsfette von noch im 
Gastrointestinaltrakt befindlichem Nahrungsbrei auszuschließen. Im Anschluss wurden die 
Tiere wie beschrieben mit CO2 getötet und das Gesamtkörpergewicht (mges) mittels 
Analysenwaage bestimmt. Im Folgenden wurden die Bauchdecke sowie die Bauchhöhle 
möglichst weit eröffnet und die Tiere für mindestens 24 h bei 80 °C im Trockenschrank 
getrocknet. Die Trockenmasse (mtrocken) der abgekühlten Tiere wurde hiernach erneut mittels 
Analysenwaage bestimmt. Der Wasseranteil der Tiere ergab sich somit aus der Differenz der 
beiden Werte: mWasser = mges - mtrocken. Anschließend wurden die getrockneten Kadaver mit 
Hilfe eines Standmixers für ca. 1 min auf höchster Stufe mechanisch zerkleinert. Die 
entstandene Gewebemixtur wurde nun vollständig in eine nach oben hin offene Cellulose-
Extraktionshülse überführt und diese in die Soxhlet-Apparatur eingebracht. Das Fett wurde 
dann durch 6 Extraktions-Zyklen mit 180 ml Chloroform-Methanol-Gemisch (3:1) vollständig 
herausgelöst und aus dem Gewebe entfernt.  
Dazu wird das Lösungsmittelgemisch in einen Rundkolben eingefüllt, welcher mit Hilfe eines 
Heizpilzes langsam auf eine Temperatur von 76 °C erhitzt wird. Der über das Dampfrohr 
aufsteigende Lösungsmitteldampf kondensiert im Folgenden an dem über dem Soxhlet-
Aufsatz befestigten Liebigkühler und tropft so fortwährend in den Soxhlet-Aufsatz hinein, wo 
auf Grund der Lipophilie der Lösemittel Fett aus der Gewebemixtur herausgelöst wird. Der 
Lösemittelspiegel steigt nun stetig an, bis die Flüssigkeit den höchsten Punkt des dünnen 
Steigrohres erreicht hat. Die knapp unter diesem Punkt befindliche Olive ermöglicht nun eine 
Saugheberwirkung und somit ein komplettes Rückfließen des Lösungsmittel-Fett-Gemisches 
in den Rundkolben. Dort wird das Gemisch kontinuierlich weiter erhitzt, so dass erneut 
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Lösemitteldämpfe über das Dampfrohr aufsteigen können und der nächste Extraktionszyklus 
beginnt. Das eluiert Fett bleibt hierbei im Rundkolben zurück. 
Nach 6 Elutionszyklen wurde der Heizpilz abgeschaltet und die erkaltete Lösemittel-Fett-
Mischung verworfen. Die Extraktionshülse mit den darin befindlichen fettfreien Überresten der 
Gewebemixtur wurde über Nacht bei 80 °C im Trockenschrank getrocknet. Der trockene Inhalt 
der Cellulose-Hülse wurde nun mit Hilfe einer Analysenwaage zur Feststellung der 
Magermasse der Maus (mmager) erneut gewogen. Der Fettanteil der Tiere ergibt sich nun aus 
der Differenz von Mager- und Trockenmasse (mFett = mtrocken – mmager). 
3.5.2 Immunhistochemische Färbungen 
Für die histochemischen und morphologischen Untersuchungen wurden die entsprechenden 
Gewebe fixiert, teilweise entwässert und in Gefriermedium eingebettet. Anschließend wurden 
Kryoschnitte verschiedener Schnittdicke angefertigt, welche mittels (immun-) histochemischer 
Methoden angefärbt und weiter analysiert wurden. 
3.5.2.1 Fixierung verschiedener Fettgewebe und Leber 
Die Gewebe wurden wie in Kapitel 3.4.5.2 beschrieben komplett entnommen. Im Folgenden 
wurden ca. 100-200 mg große Gewebefragmente abgetrennt. Diese wurden für 90min zu 
Fixierung in 4%ige Paraformaldehyd-Lösung (PFA) eingebracht. Die Wirkung von PFA besteht 
in einer Vernetzung von Proteinen, wodurch die Gewebe stabilisiert und gefestigt werden. Im 
Anschluss erfolgte ein 5-minütiger Waschschritt mit PBS bevor die Gewebe einen Sucrose-
Gradienten durchliefen, wodurch den Zellen Wasser entzogen wurde, wodurch sich eine 
irreversible Zerstörung der Zellen beim Einfrieren des Gewebes verhindern lässt. Zur 
Entwässerung, wurden die Proben für 1 h in 5%iger Sucrose Lösung inkubiert, gefolgt von 
10%iger Sucrose über Nacht und weiteren 24 h in 20%iger Sucrose-Lösung. Das hierin 
enthaltene Natriumazid soll eine mikrobielle Kontamination durch Blockade der mikrobiellen 
Atmungskette verhindern. 
Die mit PFA fixierten und Sucrose entwässerten Gewebsstücke wurden anschließend in 
Kryomedium NEG50TM luftblasenfrei eingebettet und bis zur weiteren Verarbeitung und 
Analyse bei -80 °C gelagert. 
3.5.2.2 Anfertigung von Gefrierschnitten 
Für die immunhistochemische Färbungen und Immunfluoreszenz-Färbungen wurden sehr 
feine Gewebeschnitte hergestellt. Hierfür wurde das Gewebe in NEG 50TM eingebettet und 
tiefgefroren und dann mit Hilfe eines Kryotoms sektioniert. Es wurden 8 µm Schnitte von 
braunem Fettgewebe und Leber sowie 14 µm feine Gefrierschnitte von weißem Fettgewebe 
angefertigt, welche dann auf Superfrost® Plus Objektträger aufgebracht wurden. Diese weisen 
eine dauerhafte, positive Ladung auf und können somit unter anderem Gefrierschnitte über 
elektrostatische Anziehungskräfte fest und dauerhaft adhärieren. Die Klinge des Mikrotoms 
wurde zur Herstellung der Schnitte auf durchschnittlich circa -30 °C herabgekühlt, das zu 
schneidende Gewebe auf im Mittel etwa -28 °C. Die Objektträger wurden im Folgenden 
entweder für 30 min getrocknet, bevor sie direkt für Färbungen verwendet wurden oder bis zur 
weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert. 
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3.5.2.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Mit Hilfe der Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) können Zellstrukturen auf relativ 
einfachem Weg sichtbar gemacht und untersucht werden.  
Die Färbung setzt sich prinzipiell aus zwei verschiedenen Färbeschritten zusammen. Zum 
einen können, mittels basischem Hämatoxylin, Zellkerne blau bis dunkelviolett angefärbt 
werden. Hierbei macht man sich die hohe Affinität des Farbstoffes zu sauren bzw. basophilen 
Strukturen wie Nukleinsäuren und ribosomalen Strukturen zu Nutze. Das saure Eosin, welches 
in einem zweiten Färbeschritt angewendet wird, hat hingegen eine hohe Affinität zu basisch-
eosinophilen bzw. azidophilen Strukturen. Somit werden Zellplasmaproteine aber auch 
Kollagen, Keratin und Mitochondrien mit Hilfe von Eosin rot bis pink angefärbt. 
Die erzeugten Gefrierschnitte (s. Kapitel 3.5.2.2) wurden zur Vorbereitung der Färbung für 
30 min bei Raumtemperatur getrocknet oder aufgetaut, falls sie zuvor bei -20 °C gelagert 
wurden. Anschließend wurden die Objektträger 2x für 3 min in MilliQ-Wasser gewaschen um 
die Schnitte von Gefriermedium zu befreien und zu rehydrieren. Ein Austrocknen der Schnitte 
während der folgenden Färbeschritte war zu vermeiden. Nach der Rehydrierung wurden die 
Objektträger für 6 Sekunden in Hämatoxylin-Lösung nach Harris (s. Kapitel 2.4.5) eingetaucht. 
Überschüssige Färbelösung wurde durch erneutes 2-maliges waschen mit Leitungswasser für 
jeweils 3 min entfernt. Durch kurzes tauchen der Schnitte in 0,1%ige Ammoniak-Lösung (s. 
Kapitel 2.4.5) konnte der pH-Wert erhöht werden, was einen Umschlag der bräunlichen 
Färbung zu blau zur Folge hatte. Auch das Waschen mit Leitungs- statt MilliQ-Wasser trägt zu 
dieser pH-Erhöhung bei und fördert somit die Ausbildung der kräftig blau-violetten Färbung. 
Vor der weiteren Färbung mit Eosin wurden die Schnitte erneut 2 mal 3 min mit Leitungswasser 
gewaschen. Die Eosin Färbung erfolgte durch 12-minütige Inkubation in 0,25%iger Eosin-Y-
Lösung (s. Kapitel 2.4.5). Überschüssige Farbe wurde wiederum durch 2 mal 3-minütiges 
Waschen mit Leitungswasser entfernt. Im Weiteren wurden die Schnitte durch das 
Durchlaufen eines Alkoholgradienten entwässert und die Färbung intensiviert. Hierzu wurden 
die Objektträger für jeweils 3 min in 80%igen Ethanol, 100%igen Ethanol und im Anschluss in 
Toluol eingebracht, bevor die gefärbten Schnitte in wasserfreiem DePeX-Medium (s. Kapitel 
2.4.5) eingebracht und mit einem Deckglas bedeckt wurden.  
Nach vollständigem Aushärten des Distyren und Toluol/Xylen haltigen Einbettmediums 
wurden etwaige Mediumreste mit Waschbenzin entfernt und die Schnitte mittels 
Lichtmikroskop Axiovert 200M (Zeiss) fotografiert und anschließend mittels AxioVision Rel 4.8 
Software analysiert.  
3.5.2.4 Immunhistochemische DAB-Färbung 
Bei immunhistochemischen Färbungen werden gezielt Antikörper gegen die zu 
untersuchenden Antigene eingesetzt, welche dann entweder selbst (direkte Methode), oder 
durch Kopplung an Detektions-Systeme (indirekte Methode), dargestellt und sichtbar gemacht 
werden können. 
Bei der Diaminobenzidin (DAB)-Färbung handelt es sich um eine sogenannte ABC-
Färbemethode. Hierbei macht man sich neben der klassischen Antigen-Antikörper-Reaktion 
den Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex zunutze. Bei der hier verwendeten, indirekten ABC-
Methode wird ein primär-Antikörper eingesetzt, welcher sich spezifisch an ein bestimmtes 
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Antigen bindet (hier: BK-Kanal, der Hormonsensitive Lipase (HSL) oder Uncoupling Protein 1 
(Ucp1)). Als sekundärer Antikörper wird ein biotinylierter Antikörper eingesetzt, der sich gegen 
die Immunglobuline jener Spezies richtet, in welcher der primäre Antikörper erzeugt wurde 
(hier: Kaninchen für BK und HSL, bzw. Ziege für Ucp1). Das zugegebene ABC-Kit enthält 
Biotin-Peroxidase-Komplexe, welche durch Vorinkubation der Reagenzien gebildet wurden. 
Das im Reagenz enthaltene Avidin kann im Folgenden an Biotin-Reste des 
Sekundär-Antikörpers binden. Des Weiteren verknüpft Avidin auch 
Biotin-Peroxidase-Komplexe untereinander, wodurch eine Verstärkung des 
Detektions-Signales erreicht wird. Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid, dem Substrat der 
Meerrettichperoxidase, wird dieses zu Wassermolekülen und freien Protonen umgesetzt. 
Diese dabei frei werdenden Protonen oxidieren das zuvor farblose Chromogen DAB zu einem 
braunen Präzipitat, welches unter normalem Tageslicht detektiert werden kann. 
Die angefertigten Gefrierschnitte wurden für 30 min bei Raumtemperatur getrocknet, falls sie 
direkt nach Herstellung der Schnitte weiterverwendet wurden oder aufgetaut, falls zuvor eine 
Lagerung bei -20 °C erfolgte. Währenddessen wurde eine feuchte Kammer erzeugt und die 
Objektträger mit einem Fettstift umrandet. Im Anschluss daran erfolgte eine Permeabilisierung 
der Gefrierschnitte in 0,3% Triton-X100 in PBS für 30 min. Nach dreimaligem Waschen der 
Schnitte in PBS für jeweils 5 min wurde die endogene Peroxidase durch Zugabe einer 
sogenannten Quenching-Lösung inaktiviert. Hierzu wurde eine Mischung aus 3% 
Wasserstoffperoxid und 20% Methanol in PBS verwendet. Nach Verwerfen der Inaktivierungs-
Lösung und erneutem dreimaligem Waschen mit PBS für jeweils 5 min erfolgte, bei BK- und 
HSL-Färbung, eine Blockade der unspezifischen Bindestellen durch Zugabe von 10% 
normalem Ziegen-Serum (NGS) in PBS für eine Stunde. Die Schnitte, welche im Folgenden 
mit einem Primärantikörper gegen Ucp1 behandelt werden sollten, wurden 60 min in 10% 
normalem Esel-Serum (NDS) blockiert. Im Anschluss wurden die Proben mit 
Primär-Antikörper-Lösung über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die genaue Zusammensetzung, 
sowie die Konzentration der Primärantikörper, sind in Tab. 2.19 aufgeführt. Als 
Negativkontrolle dienten Gefrierschnitte, welche über Nacht lediglich mit 1,5% NGS in PBS 
(BK, HSL) bzw. 1,5% NDS in PBS (Ucp1) inkubiert wurden. Am nächsten Tag wurden die 
Gefrierschnitte erneut 3 mal 5 min mit PBS gewaschen, bevor der biotinylierte 
Sekundär-Antikörper (die eingesetzten Konzentrationen sind in Tab. 2.19 aufgeführt) 
zugegeben wurde. Nach 60 min bei Raumtemperatur wurde abermals wie zuvor gewaschen. 
Es folgte eine 30 minütige Einwirkphase der vorinkubierten ABC-Arbeitslösung im Dunkeln, 
gefolgt von weiteren drei 5 minütigen Waschschritten. Da der Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex lichtempfindlich ist fanden neben der Vorinkubation auch alle weiteren Schritte bis 
zum Stoppen der Farbreaktion im Dunkeln statt. Die Inkubation mit dem DAB-Substrat wurde 
nach 4-5 min (HSL, BK) bzw. 2-3 min (Ucp1) durch Verwerfen der Lösung und Einbringen der 
Schnitte in Leitungswasser, sowie anschließendes 5 minütiges Waschen gestoppt. Um die 
Gefrierschnitte zu dehydrieren, durchliefen diese einen Ethanol-Gradienten, indem sie jeweils 
5 min in 80% Ethanol, 100% Ethanol und abschließend in Toluol eingebracht und im Anschluss 
sofort in DePeX Einbettungs-Medium eingebettet wurden. Die angefärbten Schnitte wurden 
nach ausreichender Aushärtung des DePeX-Mediums mit Hilfe eines Lichtmikroskopes 
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Axiovert 200M (Zeiss) mit Digitalkamera-Adapter fotografiert und anschließend mittels 
AxioVision Rel. 4.8 Software analysiert. 
3.5.2.5 Immunfluoreszenz-Färbung 
Bei Immunfluoreszenz-Färbungen (IF) werden gezielt Antikörper gegen die zu 
untersuchenden Antigene eingesetzt, welche dann entweder durch eigene Fluoreszenz 
(direkte Methode) oder durch Bindung an Fluorophor-gekoppelte Antikörper (indirekte 
Methode) dargestellt und sichtbar gemacht werden können. Diese Form der Immunmarkierung 
wird neben ihrem Einsatz in der Diagnostik vor allem genutzt um molekulare Strukturen in 
Geweben und vor allem Gewebeschnitten darzustellen. Mit Hilfe geeigneter hochauflösender 
Mikroskope, welche außerdem in der Lage sind die Fluorophore durch Aussendung von Licht 
mit entsprechender Wellenlänge anzuregen, kann so die Expression und Lokalisation von 
Proteinen auf zellulärer Ebene untersucht werden. 
Diese spezielle Form der immunhistochemischen Färbung wurde angewandt, um die 
Expression des BK-Kanals in verschiedenen weißen Fettzelldepots, sowie in braunem 
Fettgewebe zu untersuchen. Dazu wurden 8 µm-Schnitte von braunem Fettgewebe 
beziehungsweise 14 µm starke Schnitte aus weißem Fettgewebe (s. Kapitel 3.5.2.2) bei 
Raumtemperatur für 30 min aufgetaut und getrocknet. Zur Permeabilisierung wurden die 
Schnitte 30 min in 0,3% Triton/PBS (s. Kapitel 2.4.5) inkubiert, im Anschluss 3 mal 5 Minuten 
mit MilliQ-Wasser gewaschen bevor die Blockierung durch einbringen in 5% NGS/PBS (s. 
Kapitel 2.4.5) für 1 h bei Raumtemperatur erfolgte. Die Positiv-Proben wurden über Nacht bei 
4 °C in 400 µl anti-BK-Antikörperlösung (1:1000 in 1,5% NGS/PBS, s. Kapitel 2.4.5) inkubiert, 
die negativ Kontrollen lediglich in 1,5% NGS/PBS (s. Kapitel 2.4.5). Am darauffolgenden Tag 
wurden die Lösungen wieder abgenommen und die Schnitte 3 mal 5 min mit 5% NGS/PBS (s. 
Kapitel 2.4.5) gewaschen, bevor die 60-minütige Inkubation in Fluorophor-gekoppeltem 
Sekundär-Antikörper (erfolgte 1:500 in 1,5% NGS/PBS, s. Kapitel 2.4.5) bei Raumtemperatur 
im Dunkeln folgte. Da Fluoreszenzfarbstoffe stark lichtempfindlich sind wurden auch alle 
weiteren Schritte einschließlich der Detektion im Dunkeln durchgeführt. Nach der Inkubation 
im Sekundär-Antikörper wurden die Schnitte 4x 4 min mit PBS gewaschen und anschließend 
in 120 µl PermaFluor® mit 0,1% Hoechst (s. Kapitel 2.4.5) eingedeckelt. Hoechst interkaliert 
hierbei mit der DNA und macht somit durch entsprechende Anregung Zellkerne im Gewebe 
sichtbar. Nachdem das Einbettmedium vollständig ausgehärtet war und ausgelaufene 
Mediumreste mit Waschbenzin entfernt wurden erfolgte die Generierung repräsentativer Bilder 
mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops (AxioImager Z1, Zeiss) und der entsprechenden 
Software (s. Kapitel 2.2). 
Um potentielle Fluoreszenz-Unterschiede auf Grund leicht abweichender Durchführungen zu 
vermeiden wurde darauf geachtet, sowohl Knockout- als auch Kontrollgewebe auf einem 
Objektträger zu verarbeiten und abschließend mit denselben Einstellungen zu fotografieren. 
3.5.3 Determinierung der Fettzellgröße 
Neben der Bestimmung der Fettmassen der KO- und entsprechenden Kontroll-Tiere, war 
insbesondere auch die Größe der Fettzellen, in Abhängigkeit der Diät, ein entscheidendes 
Merkmal zur Untersuchung potentiell pathologischer Veränderungen, da eine Hypertrophie 
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von (Fett-) Zellen nachweislich mit vermehrten Entzündungsreaktionen im Fettgewebe und als 
Folge daraus auch mit metabolischen Veränderungen wie Insulinresistenz assoziiert ist. 
Zur Determinierung der Fettzellgröße in vitro wurden 14 µm starke Kryoschnitte (s. Kapitel 
3.5.2.2) der jeweiligen Fettgewebe angefertigt und mit Hilfe des Axiovert 200M 
Lichtmikroskopes (Zeiss) fotografiert. Pro Tier wurden von mindestens 5 verschiedenen 
Gewebeschnitten insgesamt mindestens 10 Fotografien erzeugt und anschließend mittels 
AxioVision Rel. 4.8 Software analysiert. Dazu wurden, mit Hilfe der in der Software enthaltenen 
Messwerkzeuge, der Umfang der einzelnen Fettzellen ermittelt. Pro Tier wurden auf diese 
Weise mindestens 1000-6000 Zellen analysiert. Bei der Auswertung wurde außer der 
Fettzellgröße auch deren Lokalisation im Fettzellverbund hinsichtlich Randbereich oder 
zentraler Region festgehalten. 
 
Abb. 3.8: Repräsentative Aufnahme von Gewebeschnitten zur Fettzellgrößenbestimmung 
(A) Unbearbeitete lichtmikroskopische Aufnahme von WAT. (B) Gleiche Aufnahme nach Vermessung 
der Fettzellgrößen. Rote Linien indizieren Markierungen des Umfangs. Weiterführende Information zur 
Durchführung im Text. 
3.5.4 Bestimmung der Zellkerndichte 
Zur Bestimmung der Zellkerndichte wurden Gefrierschnitte der entsprechenden Gewebe (s. 
Kapitel 3.5.2.2) mittels Zugabe von 120 µl PermaFluor® mit 0,1% Hoechst eingedeckelt, um 
die Zellkerne mit dem enthaltenen Fluoreszenzmarker anzufärben. Nach Trocknung für 
mindestens 24 h bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde repräsentative Bilder der Schnitte mit 
Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops (AxioImager Z1, Zeiss) und der entsprechenden Software 
(s. Kapitel 2.2) angefertigt. Diese wurden mit Hilfe der FIJI Software (s. Kapitel 2.2) 
ausgewertet, indem die Zellkerne pro definierter Fläche automatisch erfasst und vom 
Programm ausgezählt wurden. Pro Tier wurden hierfür mindestens 5 verschiedene 
Ausschnitte ausgewertet und ihre Zellkerndichte gemittelt. 
3.5.5 mRNA-Expressionsanalysen mittels quantitativer Echtzeit-PCR 
Die Analyse von mRNA-Expressions-Leveln mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR) ist 
ein probates Mittel zur Quantifizierung von cDNA (copyDNA), welche durch reverse 
Transkription aus zuvor isolierter RNA gewonnen wurde. Bei der Amplifikation der cDNA mit 
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Hilfe der PCR-Methode, kommt es zur Einlagerung eines Fluorophors, welches im Folgenden 
in Echtzeit detektiert werden kann. Da die Fluoreszenz-Stärke direkt proportional zur Menge 
der generierten PCR-Produkte zunimmt ermöglicht die Erfassung des Fluoreszenzsignals eine 
Quantifizierung der cDNA. Untersuchungen zur mRNA-Expression wurden in Zellkultur-
Lysaten sowie in Fettgeweben durchgeführt. 
3.5.5.1 Isolation von mRNA 
Die Isolation der mRNA erfolgte mittels Lyse der Zellen durch Guanidinisothiocyanat und 
anschließende Phenol-Chloroform-Fällung der RNA. 
Hierzu wurde wie im Folgenden beschrieben vorgegangen. Zur Isolation von mRNA aus 
Zellkulturen wurden Zellen aus mindestens 4 Kavitäten einer 6-Loch-Platte lysiert und 
vereinigt. Die mRNA der Zellen wurden hierfür entweder am Tag der Inkubation (vor 
Inkubation) oder am Ende der Primärkultur-Dauer (Tag 13-15) isoliert. Dazu wurde das 
Medium der Zellen vollständig abgesaugt und die Kulturen anschließend 2x mit 37 °C warmem 
PBS gewaschen. Nach vollständigem Entfernen des PBS wurde 1 ml Guanidinisothiocyanat-
haltiges PeqGOLD RNApure zugegeben und mit Hilfe einer geeigneten Pipette mehrfach 
aufgezogen und wieder in die Kulturschale verbracht um ein vollständiges Ablösen sowie die 
Lyse der Zellen zu erreichen. Auch die Folgenden Kultur-Kavitäten wurden mit derselben 
PeqGOLD lysiert und aufgenommen. Durch wiederholtes Aufziehen in die Pipette konnte 
hierbei ein gänzliches Ablösen des Zellrasens sowie die Lyse der Zellen erreicht werden. Die 
gewonnene Zelllysat-PeqGOLD-Mischung wurde bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis 
gelagert. 
Für die Isolation von mRNA aus Fettgeweben wurden die bei -80 °C gelagerten Fettbiopsien 
mit einer adäquaten Menge an Guanidinisothiocyanat-haltigem Reagenz versetzt (1 ml). 
Anschließend wurde das jeweilige Gewebe mit Hilfe eines Hand-Dispergiergerätes auf 
höchster Stufe für ca. 1 min vollständig homogenisiert. Das enthaltene Guanidinisothiocyanat 
bedingte hierbei eine Lyse der Zellen, indem es als chaotropes Denaturierungsreagenz 
Wasserstoffbrückenbindungen aufbricht und somit die Strukturgebenden Proteine und 
Lipiddoppelschichten der Membranen der Zellen zerstört. Das enthaltene Phenol dient der 
Aufnahme der eluierten RNA. 
Sowohl die aus Zellkulturen, wie auch die aus Fettgeweben gewonnenen Zelllysate wurden im 
Folgenden auf die gleiche Weise weiter prozessiert. 
Durch Zentrifugation mit 13.000 rpm bei 4 °C für 10 min setzten sich unlösliche Zellfragmente 
in einem Pellet ab, während der flüssige Überstand aus einer PeqGOLD-Phase und einer 
darüber liegenden Lipidphase bestand. Die zu isolierende RNA befand sich in der mittleren, 
der Phenol-Phase, welche für die weitere Aufreinigung vorsichtig abgenommen und in ein 
frisches Reaktionsgefäß überführt wurde. Die Aufreinigung und Fällung der solubilisierten RNA 
erfolgte mittels der von Chomzynski und Sacchi 1987 beschriebenen Phenol-Chloroform-
Fällung (Chomczynski and Sacchi, 1987). Durch Zugabe von 200 µl Chloroform zur RNA-
haltigen Phenolphase wurden die Proben durch Vortexen kräftig gemischt und anschließend 
bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert, wobei die enthaltene RNA in die wässrige Phase 
überging, wohingegen Proteine in der organischen Phenol-Chloroform-Phase verbleiben. 
Durch erneute Zentrifugation der Proben für 5 min bei 13.000 rpm konnte eine Trennung der 
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Phase erreicht werden. Die RNA-haltige wässrige Phase bildet hierbei die oberste Schicht aus, 
während sich die Protein-haltige organische Phase tiefer ansammelt. Die enthaltene DNA 
befindet sich hierbei als weißliche Intermediärschicht an der Phasengrenze. 500 µl der RNA-
Phase wurden, ohne Verunreinigung durch eine der anderen beiden Phasen, abgenommen 
und zu Fällung der RNA mit 350 µl eiskaltem Isopropanol versetzt. Nach Inkubation bei 4 °C 
über Nacht wurde die gefällte RNA durch Zentrifugation (10 min bei 13.000 rpm) sedimentiert 
und das entstandene Pellet 2x mit jeweils 800 µl 75% Ethanol/DEPC-Wasser gereinigt. Hierzu 
wurde die Alkoholmischung, ohne ein Ablösen des Pellets zu verursachen, ins Reaktionsgefäß 
eingebracht und anschließend für 5 min bei 13.000rpm und 4 °C zentrifugiert bevor der 
Überstand vollständig abgenommen und verworfen wurde. Anschließend wurde das Pellet bei 
Raumtemperatur für ca. 15-30 min getrocknet und daraufhin in 35-50 µl DEPC-Wasser 
resuspendiert (Zelllysat 35 µl, Gewebelysat 50 µl). Um das Pellet vollständig zu lösen wurden 
die Reaktionsgefäße 10 min bei 56 °C inkubiert. Das verwendete DEPC-Wasser wurde zuvor 
mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt, welches RNA-zerstörende Ribonukleasen 
(RNasen) inhibiert. 
3.5.5.2 Bestimmung der RNA-Konzentration 
Um die RNA-Konzentration der isolierten Proben zu bestimmen wurden diese mittels Nano-
Photometer (Implen) bei einer Wellenlänge von 260 nm (OD260nm) vermessen, dem 
Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren. Darüber hinaus erfolgte auch die Messung der 
optischen Dichte bei 280 nm (OD280nm), dem Absorptionsmaximum von Proteinen. Der 
OD260nm/OD280nm-Quotien ist dementsprechend ein Maß für die Verunreinigung der Proben mit 
Protein und sollte im Bereich von 1,8-2,0 liegen. Da eine OD260nm von 1 dabei einer RNA-
Konzentration von 40 µg/ml entspricht, kann die RNA-Konzentration direkt ermittelt werden. 
3.5.5.3 DNase-Verdau 
Da eine Kontamination der RNA-Proben mit genomischer DNA nicht vollständig 
ausgeschlossen werden kann und diese mit dem Ergebnis der qRT-PCR interferieren könnte, 
wurde vor der Umschreibung der mRNA in copyDNA (cDNA) ein DNase-Verdau durchgeführt. 
Hierzu wurden 20 µl der Proben mit 2 µl DNase und 2,5 µl entsprechendem 10x Taq-Puffer (s. 
Tab. 2.20) versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert, um eventuell enthaltene genomische DNA 
zu degradieren. Die DNasen wurden im Anschluss durch 5-minütiges Erhitzen der Proben auf 
80 °C inaktiviert. 
Die Proben wurden im Anschluss durch Zugabe von 1x Taq-Puffer (10x Tag-Puffer 1:10 
verdünnt) auf eine Konzentration von 0,1 µg/µl eingestellt und direkt in cDNA umgeschrieben 
oder bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert. 
 
DNAse-Verdau  
RNA in Nuklease-freiem H2O 20 µl 
10xDNAse Inkubationspuffer 2,5 µl 
DNAse 2 µl 
Tab. 3.5: DNAse-Verdau Pipettieransatz 
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3.5.5.4 Synthese von cDNA durch Transkription 
Die cDNA wurde mit Hilfe des Iscript-cDNA Synthese Kitsystems (Biorad) durchgeführt. Hierzu 
wurden die RNA-Proben mittels der im Kit befindlichen reversen Transkriptase (RT) in cDNA 
umgeschrieben, welche dann in einem weiteren Schritt durch quantitative Echtzeit-PCR (qRT-
PCR) quantifiziert werden konnte. Ein zusätzlicher Ansatz ohne das RT-Enzym (-RT) pro 
Probe diente bei der späteren qRT-PCR als Negativkontrolle und konnte etwaige 
Verunreinigungen mit genomischer DNA aufzeigen. Für die Umschreibung der cDNA wurde 
das nachstehende (Tab. 3.6) Pipettierschema verwendet. 
cDNA-Synthese +RT -RT 
5x iScript Mix 4 µl 4 µl 
Reverse Transkriptase 1 µl - 
RNA (0,1 µg/µl) 5 µl 5 µl 
DEPC-Wasser 10 µl 11 µl 
Tab. 3.6: cDNA-Synthese Pipettieransatz 
Die Generierung der cDNA erfolgte mit Hilfe eines Eppendorf Mastercyclers in mehreren 
Schritten, wobei alle für die Umschreibung benötigten Reagenzien, mit Ausnahme der 
reversen Transkriptase, welche gesondert zugegeben wurde, bereits im 5x Iscript-Mastermix 
enthalten waren. Das automatisierte Programm des Mastercyclers ermöglichte in einem ersten 
Schritt die Anlagerung der Primer (Annealing), für die Umschreibung der mRNA. Hierzu wurde 
über einen Zeitraum von 5 min eine Temperatur von 25 °C eingehalten. Um anschließend die 
Ausbildung des komplementären Stranges zu ermöglichen (Elongation) wurden die Proben für 
30 min auf 42 °C erwärmt, bevor die reverse Transkriptase durch Erhitzen auf 85 °C für 5 min 
inaktiviert wurde. 
Die auf diese Weise generierte cDNA, auch Erststrang-DNA genannt, wurde abschließend 
durch Zugabe von 40 µl DEPC Wasser zu 20 µl Probe im Verhältnis 1:2 verdünnt und bis zur 
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
3.5.5.5 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) 
Zur quantitativen Echtzeit-Bestimmung der zuvor generierten cDNA-Proben wurde der 
iQ™SYBR green Supermix (Biorad) eingesetzt, welches neben den benötigten 
Puffersubstanzen auch dNTPs, die essentielle Taq-Polymerase sowie das DNA-
Doppelstrang-bindende Fluorophor (SYBR green) enthält. 
Der SYBR green Supermix wurde hierfür, wie im nachfolgenden Pipettierschema aufgeführt, 
wie vom Hersteller empfohlen mit Nuklease-freiem Wasser, sowie der synthetisierten cDNA 
und dem, für die jeweilige Analyse benötigten Primerpaar versetzt.  
qRT-PCR  
SYBR-Green SuperMix 10 µl 
Vorwärtsprimer [2 µM] 3 µl 
Rückwärtsprimer [2 µM] 3 µl 
cDNA 2 µl 
Tab. 3.7: qRT-PCR Pipettieransatz 
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Geeignete Primersequenzen wurden mittels Primer3 Software identifiziert. Bei der 
Generierung der Sequenzen wurde insbesondere auf eine geeignete Schmelztemperatur, 
welche im Bereich von 55-65 °C liegen sollte, sowie die Größe des resultierenden PCR-
Produktes geachtet. Um eine optimale Replikation während der einzelnen Zyklen zu erreichen 
sollte dieses eine Größe von 80-120 Basenpaaren (bp) aufweisen und auch die Größe der 
Primer selbst sollte im Bereich von 20-25 bp liegen, sowie zu mindestens 55 % aus Guanin- 
und Cytosinbasen bestehen. 
Die qRT-PCR wurde mit Hilfe des Opticon-Cycler Systems durchgeführt und anschließend 
mittels Option-Monitor Software ausgewertet. Das automatisierte Programm durchlief nach 
einer initialen Denaturierung bei 98 °C für 5 min insgesamt 40 Replikations-Zyklen, welche 
folgendermaßen aufgebaut waren:  
 Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 98 °C 5 min 
Primerhybridisierung 58 °C 5 s 
Elongation 72 °C 15 s 
Wdh. von Denaturierung (10 s), Primerhybridisierung und Elongation für 39 weitere Zyklen 
Terminale Elongation 72 °C 5 min 
Kühlung 4 °C max. 1 Std. 
Tab. 3.8: qRT-PCR Ablauf  
Im Anschluss wurde eine Schmelzkurve der generierten PCR-Produkte erstellt, welche 
genaueren Aufschluss über die Identität der entstandenen DNA-Fragmente geben konnte. 
Zur Quantifizierung der im Reaktionsansatz enthaltenen cDNA wurde nach jedem Zyklus der 
qRT-PCR die Stärke des Fluoreszenz-Signals detektiert und aufgezeichnet. Der Cyanin-
Farbstoff SYBR green bindet hochaffin an doppelsträngige DNA (dsDNA), wobei der DNA-
Fluorenszenzfarbstoff-Komplex zu einer starken Emission bei einer Wellenlänge von 521 nm 
führt. Da es im Zuge der DNA-Replikation bei jedem Zyklus zu einer Verdoppelung des 
enthaltenen PCR-Produktes kommt, verläuft die aufgenommene Fluoreszenz-Kurve 
exponentiell. Auf Grund des Verbrauches an dNTPs und anderer Edukte, handelt es sich 
jedoch auch um einen sättigbaren Prozess, so dass die Darstellung der Fluoreszenzintensität 
über der Zyklenzahl in einem sigmoidalen Kurvenverlauf resultiert. Der Schwellenwert, ab 
welchem die Zunahme des Fluoreszenzsignales exponentiell verläuft, sich dementsprechend 
signifikant von der Hintergrundfluoreszenz unterscheidet, wird als Cycle Treshold (Ct) 
bezeichnet. Für jede Probe wird der Ct-Wert sowohl für das zu untersuchende Gen, als auch 
ein sogenanntes Referenzgen (housekeeper gene), welches der Normierung dient, ermittelt. 
Das Referenzgen sollte sich hierbei insbesondere dadurch auszeichnen, dass es unabhängig 
von äußeren Einflussfaktoren eine konstante Expression aufweist. 
Die Quantifizierung der zu untersuchenden RNA erfolgte semiquantitativ gegen β-Aktin als 
Referenzgen und wurde mittels der vergleichenden 2-ΔCt-Methode ermittelt. ΔCt berechnet sich 
hierbei folgendermaßen:  
ΔCt = 2-(Ct (Zielstruktur) – Ct (Referenz)) 
Um die entstandene Fragmentgröße zu verifizieren, sowie um Verunreinigungen mit 
genomischer DNA auszuschließen, wurden die Proben zusätzlich mittels Gelelektrophorese 
in einem 3 %-igen Agarosegel analysiert (s. Kapitel 2.4.1). 
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3.5.6 Serumanalytik mittels ELISA 
Unter Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISAs) werden eine ganze Reihe von 
Antikörper-basierten Nachweismethoden, wie beispielsweise der Radioimmunoassay (RIA) 
oder der enzymatische Immunoadsorptionsassay (EIA), zusammengefasst. Ihnen allen ist 
gemein, dass sie einen Nachweis von Proteinen, Toxinen, Hormonen oder auch Viren mit Hilfe 
enzymatischer Farbreaktionen ermöglichen. 
Beim sogenannten Sandwich-ELISA wird hierbei ein, gegen ein bestimmtes Zielepitop 
gerichteter, Erstantikörper (Primärantikörper) direkt auf eine Mikrotiterplatte aufgebracht und 
adsorptiv an diese gebunden. In einem zweiten Schritt wird die zu analysierende Probe 
zugegeben und durch eine entsprechende Inkubationszeit deren Bindung an den 
Primärantikörper, über eine Antigen-Antikörper-Bindung, ermöglicht. In weiteren Schritten wird 
im Anschluss ein enzymgekoppelter Sekundärantikörper zugegeben, welcher in der Lage ist 
aus einem, in einem weiteren Schritt folgenden, Substrat ein detektierbares Chromophor zu 
erzeugen. Die Bildung des Farbreagenzes kann in der Regel durch Zugabe einer Stopplösung 
abgebrochen werden, indem diese meist sehr stark sauren Reagenzien das entsprechende 
Enzym durch Absenken des pH-Wertes inaktivieren. Außerdem wird durch die Zugabe der 
Säure und die damit verbundene Protonierung das Absorptionsmaximum des Chromophors 
auf 450 nm verschoben (bathochromer Effekt). Die relative Konzentration des entstandenen 
Farbstoffes kann im Folgenden mithilfe eines (automatisierten) hochsensitiven Photometers 
gemessen werden. Um eine absolute Antigen-Konzentration der Proben ermitteln zu können 
werden diese im Vergleich zu einer Standardreihe mit bekannten Konzentrationen 
ausgewertet. Bei besonders geringen Konzentrationen des zu untersuchenden Proteins kann 
in einem zusätzlichen Schritt ein Verstärker-Molekül eingebracht werden, welches 
beispielsweise durch zusätzliche Vernetzung oder die Schaffung vermehrter Bindestellen eine 
gesteigerte Enzymreaktion und damit ein stärkeres Farbsignal bedingen kann. 
 
 
Abb. 3.9: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines ELISA-Assays 
(A) Mit Antikörper beschichtete Mikrotiterplatte. (B) Bindung des Analyten (grün) nach Zugabe der 
Proben. (C) Optionale Zugabe von Antikörpern, welche die Quervernetzung steigern um eine 
Signalverstärkung zu erreichen. (D) Zugabe des Enzym-gekoppelten (rotes Dreieck) Antikörpers. (E) 
Zugabe des Substrates (Stern) führt zu blauer Färbung. (F) Umschlag der Färbung zu gelb nach Zugabe 
einer stark Sauren Lösung (hier Schwefelsäure). 
Als Reporterenzyme werden meist die Alkalische Phosphatase (AP), oder die 
Meerrettichperoxidase (HRP) eingesetzt, welche beispielsweise Tetramethylbenzidin (TMB) 
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durch Oxidation zu Tetramethylbenzidin-Diimin umsetzt, das sein Absorptionsmaximum bei 
650 nm hat, und somit eine blaue Farbe aufweist. Durch Zugabe einer stark sauren 
Stopplösung verschiebt sich das Absorptionsmaximum auf 450 nm und die Lösung ist 
dementsprechend gelb. Weitere Enzyme wie die Glucose-Oxidase (GOD) werden ebenfalls 
eingesetzt, finden jedoch kaum Verwendung. 
Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten ELISA-Versuche zur Untersuchung von Leptin 
(Millipore, USA), Adiponektin (Millipore, USA) und IL-6 (Millipore, USA) basieren auf der 
Avidin/Biotin-HRP-gekoppelten Farbreaktion mit TMB und wurden wie vom Hersteller 
angewiesen durchgeführt. Lediglich bei der Bestimmung von IL-6 wurde die Inkubationszeit 
des Substrates auf 30 min erhöht, um eine detektierbare Färbung zu erhalten. Die für die 
Untersuchungen benötigten Serum-Proben wurden wie unter Kapitel 3.4.5.1 beschrieben 
gewonnen und in Duplets aufgetragen und analysiert. Alle Proben wurden mit Hilfe des 
Mikrotiterplatten-Photometers SUNRISE (Tecan) bei 450 nm sowie bei 570 nm (Nullwert) 
vermessen und anschließend mittels Magellan 7 Software analysiert und ausgewertet. Zur 
Quantifizierung der Proben wurde die Standardkurve hierbei mittels 5-Punkt Modell nach 
Marquardt quantifiziert. 
3.5.6.1 Insulin-ELISA aus Plasma-Proben nach i.p. GTT 
Die wie beschrieben (s. Kapitel 3.4.5) gewonnenen, heparinisierten und mit Aprotinin 
versetzten Blutproben wurden für 15 min bei 4000x g zentrifugiert um das Plasma von den 
festen Bestandteilen des Vollblutes abzutrennen. Der klare Überstand wurde in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung mittels ELISA-Analyse bei -80 °C 
gelagert. 
Zur Untersuchung der Insulin-Konzentration wurde ein hochsensitiver Insulin-ELISA 
(Mercodia, Schweden) durchgeführt. Abweichend von den Anweisungen des Herstellers 
konnten auf Grund des geringen Probenvolumens jedoch nur 15 µl Plasma pro Tier und 
Zeitpunkt für Einfachbestimmungen aufgetragen werden. Auch der Standard wurde aus 
diesem Grund nur mit 15 µl des jeweiligen Calibrators hergestellt.  
Alle Proben wurden mittels des automatisierten Mikrotiterplatten-Photometers SUNRISE 
(Tecan) bei 450 nm sowie bei 570 nm (Nullwert) vermessen und anschließend mittels 
polynomischer Regression in Microsoft Excel 2013 analysiert und ausgewertet 
3.5.7 Proteinanalytik mittels Western Blot 
Bei der Proteinanalytik mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot 
können Proteine anhand ihrer Größe aufgetrennt und anschließend mittels immunologischer 
Detektion identifiziert und quantifiziert werden.  
Natriumdodecylsulfat (SDS) und β-Mercaptoethanol dienen hierbei als Denaturierungs-
Agenzien, wobei es darüber hinaus zur Bildung von Komplexen aus SDS und den zu 
analysierenden Proteinen kommt, welche eine direkte Linearität zwischen Masse der Proteine 
und Ladung des Komplexes aufweisen. Diese Komplexe werden im SDS-Polyacrylamid-Gel 
nun anhand ihrer Ladung und Größe aufgetrennt. 
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Beim Western Blot selbst, werden die aufgetrennten Proteine durch Anlegen eines Stromes 
mittels Elektrophorese auf eine hydrophobe Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF) 
übertragen.  
Die Membran kann im Folgenden mit spezifischen Antikörpern inkubiert werden, was eine 
Identifizierung der zuvor aufgetrennten Proteine und darüber hinaus auch eine Quantifizierung 
der untersuchten Proteine erlaubt. 
3.5.7.1 Proteinisolation 
Die wie beschrieben entnommenen, und bei -80 °C gelagerten Gewebeproben (s. Kapitel 
3.4.5) wurden auf Eis für ca. 10 min angetaut und anschließend mit 350 µl (BAT) bis 450 µl 
(WAT) Lysepuffer (s. Kapitel 2.4.7) versetzt. Das hierin enthaltene SDS dient der 
Denaturierung von Proteinen, indem es die Ausbildung von Quartärstrukturen verhindert. Das 
im Lysepuffer ebenfalls enthaltende β-Mercaptoethanol unterstützt diese denaturierende 
Wirkung, indem es Disulfidbrücken in der Proteinstruktur aufbricht und zu Thiolen reduziert. 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) verhindert den Abbau der Proteine durch Inhibierung von 
Serin-Proteasen indem es das aktive Serin bindet. Mit Hilfe eines Gewebehomogenisators (s. 
Kapitel 2.1) wurden die Proben 45-60 Sekunden vollständig aufgeschlossen, wobei eine 
Schaumbildung möglichst vermieden werden sollte. Die Gewebelysate wurden im Anschluss 
für 5 min bei 50x g zentrifugiert, um die freigesetzte Fettphase abzutrennen. Der Fett-
Überstand wurde abgenommen und das verbleibende Homogenisat erneut für 1 min bei 210x 
g zentrifugiert, um mögliche Gewebe- oder Zellreste abzutrennen. 
Zur vollständigen Denaturierung der Proteinproben wurden diese 10 min bei 95 °C erhitzt und 
anschließend mit Hilfe eines Vortexers homogen vermischt. Nach erneuter Zentrifugation bei 
13.000 rpm für 5 min wurden die im Überstand befindlichen Proteine abgenommen und in ein 
frisches Reaktionsgefäß überführt. Die Proteinproben wurden nun direkt weiter verarbeitet 
oder bis zur weiteren Nutzung bei -80 °C gelagert. 
3.5.7.2 Protein-Quantifizierung nach Bradford 
Die Quantifizierung der Proteine in den gewonnenen Lysaten erfolgte mit Hilfe der Bradford-
Methode (Bradford, 1976). Diese bereits 1976 Entwickelte Methode stellt auf Grund ihrer 
hohen Sensitivität in der Biochemie noch immer eine wichtige Methode zur photometrischen 
Bestimmung von Proteinkonzentrationen dar. Dabei macht man sich die Komplexierung von 
Proteinen durch Coomassie-Brilliant-Blau G-250, und dessen Farbänderung zu nutze. 
Während der Triphenylmethan-Farbstoff in ungebundener Form ein Absorptionsmaximum bei 
470 nm aufweist und somit eine rote Färbung hat, kommt es in saurer Lösung zur Ausbildung 
von Komplexen mit unpolaren und kationischen Seitenketten von Proteinen. Hierdurch wird 
der Farbstoff in seiner blauen, unprotonierten Sulfonatform stabilisiert, wodurch sich das 
Absorptionsmaximum auf 595 nm verschiebt. Diese Absorption kann mittels Photometer 
erfasst werden und steht hierbei in direktem, nicht-linearem Zusammenhang mit der 
Konzentration an in der Lösung enthaltenem Protein. Die Quantifizierung der Proben erfolgte 
gegen eine, mit bovinem Serumalbumin (BSA) erzeugten, Eichkurve. 
Zur Messung von BAT-Proben wurden 97 µl MilliQ-Wasser in eine Einmalküvette vorgelegt. 
Anschließend wurden 3 µl Proteinlysat hinzugegeben. Für weißes Fettgewebe wurde eine 
Mischung aus 95 µl Wasser und 5 µl Proteinlösung erzeugt. Die verdünnten Proteinproben 
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wurden mit jeweils 1 ml Bradford-Lösung versetzt und für 5 min im Dunkeln inkubiert. Als 
Nullabgleich diente eine reine Wasserprobe, welche ebenfalls mit Bradford-Reagenz versetzt 
und auf gleiche Weise inkubiert wurde. Da die Farbreaktion zeitabhängig verläuft, wurden die 
Proben nach exakt 5 min bei 595 nm dreimalig vermessen. 
Um im weiteren Verlauf gleichmäßige Mengen an Protein auf die Acrylamid-Gele aufbringen 
zu können, wurden alle zu vergleichenden Proben mit MilliQ-Wasser auf eine gemeinsame 
Konzentration eingestellt. Hierbei diente die Probe mit der geringsten Proteinkonzentration als 
Referenzwert. Anschließend wurden die Proteinverdünnungen mit 4x konzentriertem Lämmli 
verdünnt. Das im Lämmli-Puffer enthaltene Dithiothreitol (DTT) reduziert Disulfidbrücken der 
Proteine, wodurch es deren Denaturierung bedingt. Darüber hinaus kommt es durch Zugabe 
von DTT auch zu einer Konservierung der Proteine, da auch die Oxidation der Thiolgruppen 
mit Sauerstoff vermieden wird. Das zusätzlich im Puffer enthaltene Bromphenolblau ermöglicht 
eine Visualisierung der Protein-Lauffront während der später erfolgenden SDS-Acrylamid-
Gelelektrophorese. 
3.5.7.3 SDS-Gelelektrophorese 
Die von Ulrich Laemmli entwickelte und erstmals 1970 beschriebene SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE), ist eine wichtige Methode zur diskontinuierlichen 
Auftrennung von Stoffgemischen, in diesem Fall Proteinmischungen, im elektrischen Feld 
anhand ihrer Größe und SDS-bedingten Ladung. Kleine Proteine durchwandern das dieses 
molekulare Sieb aus porösen Acrylamid-Verbindungen hierbei leichter und schneller als 
größere Fragmente. Die Diskontinuität bezieht sich hierbei auf die verschiedenen pH-Werte 
von Sammel- und Trenngel, sowie deren unterschiedliche Porengröße. 
Die Gele wurden durch radikalische Polymerisation in entsprechenden Gelgieß-Apparaturen 
hergestellt. Diese bestehen aus zwei vertikal ausgerichteten Glasplatten, welche mittels 
Abstandshalter an einer der Platten, einen Spalt von 0,75 cm aufweisen und in einer 
geeigneten Halteapparatur eingespannt sind. Die Gele selbst bestehen aus Acrylamid als 
Gelbildner sowie Bisacrylamid als Quervernetzer, welche in entsprechendem TRIS-Puffer und 
destilliertem, deionisiertem Wasser dispergiert wurden. Das im Acrylamid-Gel enthaltene SDS 
maskiert als anionisches Tensid die Eigenladung der Proteine und sorgt stattdessen für eine, 
ausschließlich von der Molekülmasse und SDS-abhängigen Ladung bestimmte, Auftrennung 
der Proteingemische in einer Art molekularem Sieb. TEMED (Tetramethylethylendiamin) dient 
als Katalysator, wohingegen das enthaltene APS (Ammoniumpersulfat) den Radikalstarter 
darstellt. Die Zugabe von TEMED und APS startet dementsprechend die Polymerisation der 
Gele, so dass nach deren Zugabe ein zügiges Ausgießen Gellösung in die zuvor vorbereitete 
Gel-Apparatur nötig war. Das ausgegossene Trenngel (12,5%) verblieb bis zum vollständigen 
Aushärten für 60-90 Minuten bei Raumtemperatur. Um einen blasenfreien und ebenen 
Meniskus zu erhalten wurde das Gel hierfür mit Isopropanol überschichtet. Das Sammelgel (5 
%) wurde nach dem vollständigen Auspolymerisieren des Trenngels und Abnahme der 
Isopropanol-Phase aufpipettiert und sofort mit einem Kamm versehen. Dieser sorgt für 
Aussparungen im entstehenden Sammelgel, in welche im Folgenden die Proteinproben 
eingebracht werden konnten. Das Sammelgel diente hierbei zur Anreicherung der Proteine an 
einer definierten Startfront (Übergang zum Trenngel). Die Gele wurden für die in dieser Arbeit 
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durchgeführten Untersuchungen maximal 24 Stunden vor Durchführung der SDS-PAGE 
hergestellt und in einer feuchten Umgebung bei 4 °C gelagert, um ein Austrockenen zu 
verhindern. 
Jeweils 2 Gele, oder 1 Gel und ein abdichtender Platzhalter wurden vertikal in ein Laufmodul 
eingespannt und dieses anschließend in die Elektrophoresekammer eingesetzt und mit 1x 
Elphor-Puffer (s. Kapitel 2.4.7) aufgefüllt. Die eingestellten Protein-Lämmli-Mischungen 
wurden erneut für 5 min bei 95 °C erhitzt um Wasserstoffbrückenbindungen der Proteine 
aufzuschließen und dadurch ein lineares Vorliegen der Protein-Primärstruktur sicherzustellen. 
Im Anschluss wurden 25-30 µl der Proben mit Hilfe einer Hamilton-Spritze in die Taschen des 
SDS-Acrylamid-Sammelgeles eingebracht. Anschließend wurde für 10-15 min eine Spannung 
von 80 mV angelegt, bis die Proteine an der Startfront angereichert waren. Anschließend 
wurde die Spannung auf 120 mV erhöht, wodurch eine Wanderung der Proteine durch das 
Acrylamid-Trenngel hin zur Anode erfolgen konnte. Ein ebenfalls aufgetragener Marker mit 
definierten Proteingrößen im Bereich von 10-170 kDa ermöglichte eine Echtzeit-Kontrolle des 
Elektrophoreseverlaufes. 
3.5.7.4 Western Blot 
Mit Hilfe eines Western Blots können Proteine aus einem Elektrophoresegel mittels 
Kapillarkräften, Diffusion oder Elektrophorese auf eine Trägermembran übertragen werden. 
Dies ermöglicht eine Konservierung der Proteine für anschließende Identitäts- und 
Aktivitätsnachweise. 
Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe eines halbtrockenen 
Blotverfahrens (semi-dry Blot) auf eine hydrophobe PVDF-Membran transferiert. Hierzu wurde 
das Acrylamid-Gel auf die Membran aufgebracht und beide zwischen Filterpapiere 
eingebracht, welche mit verschiedenen Puffern befeuchtet sind. Durch Anlegen eines 
elektrischen Feldes, welches senkrecht zum Acrylamid-Gel ausgerichtet ist, wandern die 
negativ geladenen Protein-SDS-Komplexe in Richtung der Anode und gelangen so auf die 
PVDF-Membran. Um dies zu erreichen, wurde eine Anodenplatte mit demineralisiertem 
Wasser befeuchtet und anschließend mit 3 Blotting-Filterpapieren belegt, welche zuvor in 
Anodenpuffer 1 eingeweicht wurden. Darauf wurden zwei weitere, in Anodenpuffer 2 
eingetauchte Filterpapierlagen, gefolgt von einer PVDF-Membran aufgelegt, welche zuvor kurz 
in Ethanol aktiviert und anschließend in Kathodenpuffer inkubiert wurde. Das Polyacrylamid-
Gel wurde im Anschluss vorsichtig auf die Membran transferiert und anschließend mit 5 
Filterpapieren, welche mit Kathodenpuffer getränkt waren, bedeckt. Den Abschluss bildete 
eine ebenfalls angefeuchtete Kathodenplatte, welche mittels einer gefüllten Glasflasche 
beschwert und an einen Stromgeber angeschlossen wurde. 
Ein elektrisches Feld wurde durch Anlegen eines Stromes erzeugt. Der 60-minütige 
Elektrotransfer bei 60 mA (pro Gel), gefolgt von 15 min bei 90 mV (pro Gel) sorgte für einen 
Übergang der Proteine aus dem Acrylamid-Gel auf die PVDF-Membran, wo sie auf Grund 
hydrophober Wechselwirkungen adhäriert werden. 
Nach vorsichtiger Entnahme der Protein-haltigen PVDF-Membran aus der Blotting-Apparatur 
erfolgte eine einstündige Inkubation in 5 %-iger Milchpulverlösung (in TBS-T) (s. Kapitel 2.4.7) 
um unspezifische Bindestellen abzusättigen. Im Folgenden wurde die Membran 3x 10 min in 
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TBS-T gewaschen und anschließend mittels Rollator über Nacht bei 4 °C in 
Primärantikörperlösung inkubiert. Dies ermöglichte die Bindung der spezifischen Antikörper 
gegen Epitope der zu untersuchenden Proteine. 
Am nächsten Tag wurde die Membran erneut 3x für 10 min in TBS-T gewaschen und 
anschließend in einer entsprechenden Sekundärantiköperlösung inkubiert. Diese enthielt 
neben TBS-T als Puffer einen Antikörper, welcher sich gegen den zuvor aufgebrachten 
Primärantikörper richtet und welcher an ein detektierbares Fluorophor gekoppelt ist. Die 
Inkubation erfolgte für 1 Stunde bei Raumtemperatur. Auf Grund der Photolabilität des 
Fluoreszenzmarkers wurde diese, wie auch die nachfolgenden Waschschritte im Dunkeln 
durchgeführt. Nach ausreichendem Einwirken der Sekundärantikörperlösung wurde die 
Membran 5x 5 min in TBS-T gewaschen und anschließend für mindestens 30 min zwischen 
Fussel-freien Präzisionswischtüchern im Dunkeln getrocknet. 
3.5.7.5 Detektion der Proteine mittels EttanDIGE 
Zur Detektion der zuvor immunmarkierten Proteine (s. Kapitel 3.5.7.4) wurde das Ettan DIGE 
System mit entsprechender Software verwendet. Dieses ist in der Lage, die Antikörper-
gekoppelten Fluorophore durch Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge zu 
aktivieren und deren Signal zu erfassen. 
Eine Quantifizierung der auf diese Weise detektierten Proteinbanden erfolgte mit Hilfe der 
ImageQuant Software. Alle zu untersuchenden Proteinbanden wurden hierbei auf das 
GAPDH-Signal (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) der jeweiligen Probe normiert, 
welche als Ladungskontrolle diente. 
3.5.8 Primäre Präadipozytenkulturen aus weißen und braunen 
Fettzelldepots 
Um das Wachstum und die Reifung von Fettvorläuferzellen in Abhängigkeit von der BK-Kanal 
Expression genauer untersuchen zu können, wurden Präadipozyten-Kulturen verschiedener 
weißer Fettzelldepots aus 10 Wochen alten, männlichen BK+/+- und BKL1/L1-Mäusen angelegt. 
Zur Kultivierung brauner Fettvorläuferzellen wurden männliche und weibliche Tiere im Alter 
von 0-2 Tagen (p0-p2) verwendet. Diese Primärkulturen wurden durch Zugabe geeigneter 
Medien und Supplementierung mit Reifungs- und Wachstumsfaktoren zu reifen Adipozyten 
differenziert und final zur Quantifizierung der eingelagerten Triglyceride mit Ölrot angefärbt. 
Die im Rahmen dieser Versuche durchgeführte Isolation, Kultivierung und Quantifizierung der 
Kulturen wurde im Rahmen dieser Arbeit, in Anlehnung an D. Hausmann (Hausman et al., 
2001), etabliert. 
3.5.8.1 Organentnahme zur Generierung von primären Präadipozytenkulturen  
Zur Entnahme von Leistenfett (iWAT) wurde die Bauchdecke von mittels CO2 getöteten 
Mäusen (s. Kapitel 3.4.5) durch einen ca. 1 cm langen Schnitt unterhalb des Rippenbogens 
eröffnet. Es erfolgten transversale Schnitte beidseits entlang der Rippen sowie ein sagittaler 
Schnitt bis zur Schwanzwurzel um das gesamte Fell am Bauch zur Seite klappen zu können 
und so ein Eintragen von Fell in die Bauchhöhle zu verhindern. Um Kontaminationen zu 
vermeiden wurden die Tiere zuvor außerdem mit ausreichend 80% Ethanol besprüht. Die 
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subkutanen Leistenfettdepots wurde mit einer Irisschere (s. Kapitel 2.3.1) vorsichtig 
entnommen, im Fettgewebe lokalisierte Lymphknoten entfernt und das Gewebe zur sofortigen 
Weiterverwendung in 37 °C warmes DMEM/Ham’sF12-Medium (DMEM-F12) eingebracht. Die 
auf der linken, sowie der rechten Körperseite der Tiere befindlichen Fettdepots wurden hierbei 
zusammengeführt. 
Zu Entnahme von epididymalem Fett (eWAT) wurde nach der Eröffnung der Haut auch die 
Bauchhöhle durch einen sagittalen Schnitt vom Rippenbogen bis circa 1 cm oberhalb der 
Schwanzwurzel hin aufgeschnitten. Das um die Hoden und Nebenhoden lokalisierte eWAT 
wurde mit Hilfe einer Irisschere (s. Kapitel 2.3.1) vorsichtig vom umgebenden Gewebe 
abgetrennt und bis zur direkt anschließenden Isolation der Präadipozyten in DMEM-F12 
(37 °C) eingebracht. Pro Genotyp wurden hierbei die Fettdepots von 2 Tieren vereinigt, um 
eine ausreichende Anzahl an Fettvorläuferzellen zu gewinnen. 
Zur Generierung von Primärkulturen aus braunem Fettgewebe (BAT), wurden neugeborene 
Wildtyp-Mäuse im Alter von 0-2 Tagen (p0-p2) durch Dekapitation getötet. Das sehr junge 
Alter der Tiere spielt hierbei eine essentielle Rolle, da die Differenzierungsfähigkeit brauner 
Fettvorläuferzellen, der mesenchymalen Stammzellen (MSC), bereits wenige Tage nach der 
Geburt der Tiere stark rückläufig ist. Die zwischen den Schulterblättern befindlichen BAT-
Depots wurden mit Hilfe einer Irisschere unter einer Stereolupe (s. Kapitel 2.1) entnommen. 
Hierzu wurde, ausgehend von der Dekapitationskante, die Haut der Tiere entlang der 
Wirbelsäule zur Schwanzwurzel hin ca. 1 cm eröffnet um die Schulterblätter freizulegen. Das 
interscapulare braune Fettgewebe wurde vorsichtig vom umgebenden Muskelgewebe und 
gegebenenfalls von weißem Fettgewebe abgetrennt und in 37 °C warmem DMEM-F12 
gesammelt. Da BK-KO-Tiere weitgehend infertil sind war eine homozygote Verpaarung zur 
Generierung von reinen BK-KO Würfen zur Anlage von BKL1/L1-Primärkulturen nicht möglich. 
Darüber hinaus wurden die Fettdepots von 5-9 männlichen und weiblichen Tieren aus einem 
Wurf zusammen geführt, um bei der nachfolgenden Isolation der Präadipozyten eine 
ausreichende Anzahl an Zellen zu erhalten. Auch über heterozygote Verpaarungen können 
somit nicht ausreichend Jungtiere generiert werden, um reine BKL1/L1-Kulturen anzulegen, da 
lediglich jeweils ein Anteil von ca. 25% der Jungtiere einen homozygoten KO- oder WT-
Genotyp aufweist. 
3.5.8.2 Isolation der Präadipozyten 
Die entnommenen Fettdepots wurden unter einer Sterilwerkbank mit laminarem Luftstrom (s. 
Kapitel 2.1) in ein konisches Zentrifugenröhrchen mit einem Fassungsvolumen von 15 ml 
überführt und für ca. 1-2 min mit Hilfe einer Irisschere stark zerkleinert. Anschließend wurde 
eine adäquate Menge zuvor hergestellter und steril-filtrierter, 37 °C warmer HEPES-
Collagenase I-Lösung zugegeben. Pro Tier wurden bei eWAT und iWAT-Kulturen 2,5 ml 
Verdau-Puffer (s. Kapitel 2.4.8) zugegeben. Bei vereinten Geweben aus mehreren Tieren, 
wurde entsprechend mehr HEPES-gepufferte Collagenase I-Lösung eingesetzt. Bei der 
Isolation von Präadipozyten aus BAT wurden 2,5 ml (5-6 Tiere) oder 5 ml (7-9 Tiere) an 
Verdaulösung eingesetzt. 
Die Gewebe-Collagenase-Mischungen wurden für 50-60 min bei 37 °C im Wasserbad 
inkubiert, bis alle größeren Gewebefragmente verdaut waren und eine trübe Suspension 
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vorlag. Während des Verdauvorganges wurden die Zentrifugenröhrchen alle 5 min durch 
vorsichtiges invertieren durchmischt. Nach ausreichendem Aufbruch der Gewebeverbände 
und Auseinzelung der Zellen wurde der Verdau durch Zugabe von DMEM-F12 gestoppt. Das 
zugesetzte Volumen entsprach hierbei jeweils der bereits im Reaktionsgefäß vorliegenden 
Menge an Zellhomogenisat. 
Um eine Kontamination der Zellgemische zu verhindern wurden alle weiteren Isolations- und 
Aufreinigungsschritte bis einschließlich dem Ausbringen der Zellen unter einer Sterilwerkbank 
mit laminarem Luftstrom durchgeführt. Die Zellsuspension wurde mit Hilfe einer Stripette in 
eine 10 ml Spritze mit nachgeschaltetem Filter mit einer Maschenweite von 180 µm überführt 
und filtriert. Auf diese Weise sollten eventuell in der Suspension befindliche, nicht ausreichend 
verdaute Gewebestücke abgetrennt werden. Das aufgefangene Filtrate wurde mit DMEM-F12 
auf 15 ml aufgefüllt und 5 min bei 50x g zentrifugiert um einerseits Zellfragmente zerstörter 
Zellen zu sedimentieren und darüber hinaus ausgereifte Fettzellen als aufschwimmende 
Phase abzutrennen. Die zwischen dem Pellet und der aufschwimmenden Fettschicht 
befindliche Zellphase wurde vorsichtig abgenommen und in ein steriles 15 ml fassendes 
Reaktionsgefäß überführt und anschließend für 10 min bei 200x g zentrifugiert. Anschließend 
wurde der Überstand bis auf 2 ml abgenommen und verworfen, wobei das Pellet möglichst 
nicht aufgebrochen werden sollte. Im Folgenden wurde das Volumen durch Zugabe von 
DMEM-F12 mit 10% FCS (fetales Kälberserum) auf 5 ml aufgefüllt und das Pellet durch 
vorsichtiges Klopfen und sanftes Aufschütteln resuspendiert. Die entstandene Suspension 
wurde erneut durch eine 10 ml Spritze mit aufgesetztem Filter filtriert. Die hierbei gewählte 
Maschenweite von 20 µm ermöglicht die Aufspaltung oder Abtrennung von Zellagglomeraten. 
Im Folgenden wurden die Zellen erneut durch 5 minütige Zentrifugation bei 200x g sedimentiert 
und der Überstand bis auf 0,5 ml abgenommen und verworfen. Präadipozyten aus weißen 
Fettzelldepots wurden im Anschluss mit DMEM-F12 mit 10% FCS auf ein Volumen von 5 ml 
aufgefüllt und wie zuvor beschrieben resuspendiert. Fettvorläuferzellen aus braunem 
Fettgewebe wurden vor ihrer Resuspendierung mit BAT-MSC-CM auf ein Volumen von 3 ml 
aufgefüllt. 
Anschließend wurden die Zellsuspensionen nochmals gut vermischt und sofort jeweils 10 µl 
der Zellsuspension in eine C-Chip Einmal-Zählkammer überführt, welche auf der von 
Neubauer entwickelten Methode beruht. Die enthaltenen Zellen in vier ausgewählten 
Quadranten wurden dann unter einem Lichtmikroskop ausgezählt um die in der Suspension 
enthaltende Zellzahl zu ermitteln. Hierzu wurde der Mittelwert der in den 4 Quadranten 
ermittelten Zellzahlen gebildet, welcher der Anzahl an Zellen in 0,1 µl Zellsuspension 
entspricht. Die gewonnenen und quantifizierten Zellen wurden anschließen in 6- oder 12-
Lochplatten ausgebracht. Hierzu wurde das entsprechend benötigte Volumen an Medium 
vorgelegt und im Anschluss die berechnete Menge an Zellsuspension zugegeben. Die 
gewünschte Zelldichte für eWAT betrug hierbei 50.000 Zellen pro cm2, während iWAT mit einer 
Zelldichte von 20.000 Zellen/cm2 ausgebracht wurden. Beide weißen Fettzellkulturen wurden 
in DMEM-F12 mit 10% FCS ausplattiert. Zur Generierung von BAT-Präadipozyten-Kulturen 
wurden die Zellen mit einer Dichte von 57.000 Zellen/cm2 in BAT-MSC-CM ausgebracht. Für 
6-Lochplatten wurde ein Gesamtvolumen von 2,5 ml verwendet pro Reaktionsreservoir, 
während in 12-Lochplatten 1 ml eingesetzt wurde. 
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3.5.8.3 Kultivierung der Vorläuferzellen und Reifung zu Fettzellen 
iWAT/eWAT 
Die Kultivierung der ausgebrachten weißen Fettvorläuferzellen (Tag 0) erfolgte über einen 
Zeitraum von 13-15 Tagen und beinhaltete eine gezielte Induktion der Fettzellreifung. 
48 Stunden nach Ausbringen der Zellen (Tag 2) wurde das Plattier-Medium durch DMEM-F12 
mit 5% FCS ersetzt, welches nach weiteren 48 Stunden (Tag 4) erneut gewechselt wurde. 
Hierbei wurde das Medium jeweils komplett abgenommen und im Anschluss durch frisches 
Medium ersetzt. Nach Erreichen einer Zelldichte von 90-100%, was in der Regel an Tag 4-5 
erreicht wurde, erfolgte die Induktion der Fettzellreifung durch Substitution des bisherigen 
Mediums durch ein Induktionsmedium (s. Kapitel 2.4.8). Das in diesem Medium enthaltene 
Insulin (Endkonzentration 170 nM) stellt hierbei einen wichtigen Wachstumsfaktor dar, und 
unterstützt darüber hinaus als anaboles Hormon die Aufnahme von Glucose, Lipiden und 
Aminosäuren in die Zellen. Darüber hinaus wird die Induktion der Fettzellreifung durch Zugabe 
von Dexamethason (Endkonzentration 1 µM) verbessert, welches über Stimulation den 
Glucocorticoid-Rezeptor-Signalweg pro-adipogen wirkt. Auch die Supplementierung des 
Mediums mit Isobutylmethylxanthin (IBMX) (Endkonzentration 500 µM) führt zu einer 
Steigerung der Reifung von Fettvorläuferzellen, da es durch Blockade von cAMP-abbauenden 
Phosphodiesterasen (PDE) die intrazellulären cAMP-Spiegel erhöht und somit die cAMP-
abhängige Proteinkinase moduliert. Im Induktionsmedium enthaltenes Indomethacin 
(Endkonzentration 30 µM) hat, möglicherweise über Arachidonsäure-Effekte, einen positiven 
Einfluss auf die Reifung von Fettvorläuferzellen, wobei die genauen zu Grunde liegenden 
Prozesse bislang unklar sind. Auch eine COX-unabhängige Wirkung auf die Fettzellreifung 
durch Erhöhung von c/EBPβ (CCAAT-enhancer-binding protein) und PPARγ2. 
Für die Differenzierung von iWAT-Präadipozyten wurden dem Induktionsmedium, mit 
Rosiglitazon und Triiodthyronin (T3), zwei weitere Agenzien zugesetzt. Auch Rosiglitazon 
(Endkonzentration 2,5 µM) hat, als PPARγ-Agonist, einen großen Einfluss auf die 
Insulinsensitivität von Zellen und beschleunigen darüber hinaus die Differenzierung von 
Präadipozyten in vitro. Triiodthyronin (T3) (Endkonzentration 1 nM) ist in der Lage über 
Bindung an den Thyroid-Rezeptor a1 (Tra1) in Fettzellen, die Adipogenese zu steigern. 
Nach 48 Stunden wird das Induktionsmedium sowohl bei iWAT als auch bei eWAT-Kulturen 
durch ein Insulinhaltiges Medium (s. Kapitel 2.4.8) ersetzt. Nach 48-stündiger Inkubation der 
Zellen in Insulin-haltigem Medium erfolgt ein Austausch gegen ein Erhaltungsmedium, 
welches aus DMEM-F12 mit 10% FCS besteht und alle 48 Stunden gewechselt werden muss. 
Da Lipid-gefüllte Adipozyten sehr empfindlich sind und bei Kontakt mit der Umgebungsluft 
leicht zerplatzen, wurde nach Induktion der Fettzellreifung das Medium nicht mehr komplett 
abgezogen. Stattdessen wurden 0,9 ml (12-Lochplatte) oder 2,0 ml (6-Lochplatte) des alten 
Mediums abgenommen, die Zellen mit demselben Volumen an frischem Medium „gewaschen“, 
bevor das genannte Volumen erneut abgenommen und entsprechend durch frisches Medium 
ersetzt wurde. An Tag 13-15 waren die Zellen in der Regel vollständig ausdifferenziert und 
wurden entweder mit Ölrot angefärbt (s. Kapitel 3.5.8.4) oder für die Isolation von RNA (s. 





Abb. 3.10: Schematische Darstellung der Kultivierung weißer Präadipozyten 
Isolation der Präadipozyten aus weißen Fettzelldepots (WAT) und anschließendes Ausbringen in 
DMEM-F12 mit 10 % fetalem Kälberserum. Nach etwa 6 Tagen (6 d) und Erreichen der Konfluenz wird 
die Adipogenese durch Zugabe von geeignetem Induktions-Medium stimuliert. Nach weiteren 2 Tagen 
(2 d) erfolgte der Austausch gegen Insulin-haltiges Medium, vor erneuter Umstellung auf 
Erhaltungsmedium (DMEM-F12 10 %) für weitere 5 Tage (5 d). Finale Ölrotfärbung (ORO). Weitere 
Informationen im Text. 
Um cGMP-Effekte auf die Fettzellreifung in vitro in Abhängigkeit von der BK-Kanal-Expression 
zu untersuchen, erfolgte eine Supplementierung der iWAT-Kulturen mit 8Br-cGMP. Dieses 
wurde dem Kultur-Medium ca. ab Tag 4 bis zur vollständigen Ausreifung der Fettzellen 
zugesetzt. Hierzu wurde das jeweilige Medium mit dem stabilen und zellpermeablen cGMP-
Analogon 8Br-cGMP (Endkonzentration 1 µM) versetzt (s. Kapitel 572.4.8). 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter standardisierten Bedingungen bei 37 °C und unter 
Zusatz von 5% CO2.  
Zu gewünschten Zeitpunkten der Kultivierungen wurden lichtmikroskopische Schwarz-weiß- 
(vor Ölrot-Färbung) oder Farbaufnahmen (nach Ölrot-Färbung) mit Hilfe eines Axiovert 200 M 
Lichtmikroskops und angeschlossener Kamera angefertigt, welche im Anschluss mittels 
AxioVision-Software (Zeiss) aufgearbeitet werden konnten. 
BAT 
Im Gegensatz zu weißen Präadipozyten benötigen mesenchymale Stammzellen (MSC), die 
braunen Fettvorläuferzellen, keinen spezifischen Induktionsstimulus, sondern sind in der Lage, 
spontan zu Fettzellen zu differenzieren. Aus diesem Grund konnte bei BAT-MSC-Kulturen 
über die gesamte Kultivierungszeit von 8 Tagen das gleiche Medium, BAT-MSC-CM, 
verwendet werden. Der Mediumwechsel erfolgte hierbei alle 48 Stunden, beginnend an Tag 1 
nach Ausbringen der Zellen. Das im BAT-MSC-Kulturmedium enthaltene Natriumascorbat 
(Endkonzentration 25 µg/ml) ist ein wichtiges Antioxidans und spielt darüber hinaus eine 
zentrale Rolle bei der Entstehung von braunen Fettzellen und der zitterfreien Thermogenese. 
Insulin (Endkonzentration 4 nM) sowie T3 (Endkonzentration 4 nM) haben, wie beschrieben 
(s. Kapitel 3.5.8), wachstumsfördernde Wirkungen auf die Zellen und fördern darüber hinaus 
die Reifung der Fettvorläuferzellen zu adulten Adipozyten.  
Die Supplementierung mit 8Br-cGMP erfolgte durch Zugabe zum normalen Kulturmedium, 
beginnend an Tag 1 bis zum Ende der Kultur. Das zellpermeable und gegenüber abbauenden 
PDEs stabilere cAMP-Analogon Sp-cAMPS wurde dem Medium an Tag 1 und Tag 3 
zugesetzt. Um die Rolle des BK-Kanals für die Reifung und Expansion brauner Fettzellen 
abschätzen zu können wurden BK+/+-Kulturen mit Paxillin (Endkonzentration 4 µM) behandelt. 
Die gleichzeitige Analyse von BKL1/L1-Präadipozytenkulturen war nicht möglich, da keine 
entsprechenden Zellen zur Verfügung standen (s. Kapitel 3.5.7.33.5.8.1). 
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Abb. 3.11: Schematische Darstellung der Kultivierung brauner Präadipozyten 
Isolation der Präadipozyten aus interscapularem braunem Fettgewebe (BAT) und anschließendes 
Ausbringen in BAT-mesenchymalem Stammzellmedium (BAT-MSC-CM). Der Mediumwechsel erfolgte 
2-tägig (2 d) bis zur vollständigen Ausreifung der Zellen. Anschließend finale Ölrotfärbung (ORO). 
Weitere Informationen im Text. 
Auch bei der Kultivierung der BAT-MSC-Kulturen musste eine ausgeprägte Luft-Exposition der 
Lipid-gefüllten Fettzellen möglichst vermieden werden, um ein Austrocknen der Zellen zu 
verhindern. Aus diesem Grund wurden bei jedem Mediumwechsel lediglich 900 µl des 
Mediums abgenommen und möglichst ohne Erzeugung von Schwerkräften durch 900 µl 
frisches Medium ersetzt. Um dennoch einen ausreichenden Austausch des Mediums zu 
gewährleisten wurde dieser Vorgang bei jedem Mediumwechsel zweimal durchgeführt. 
BAT-MSC-Kulturen wurden unter standardisierten Bedingungen bei 37 °C und 5% CO2 
inkubiert. 
Zu gewünschten Zeitpunkten der Kultivierungen wurden lichtmikroskopische Schwarz-weiß- 
(vor Ölrot-Färbung) oder Farbaufnahmen (nach Ölrot-Färbung) mit Hilfe eines Axiovert 200 M 
Lichtmikroskops und angeschlossener Kamera angefertigt, welche im Anschluss mittels 
AxioVision-Software (Zeiss) aufgearbeitet werden konnten. 
3.5.8.4 Ölrot-Färbung zur Quantifizierung von Triglyceriden und Cholesterin 
Nach vollständiger Differenzierung und Reifung der kultivierten Zellen wurde die Menge an 
Fettzellen mittels Ölrot quantifiziert. Ölrot ist ein sehr lipophiler Farbstoff, welcher spezifische 
Triglyceride und Cholesterin(-oleate) anfärbt. Eine photometrische Bestimmung der 
inkorporierten Ölrot Menge gibt somit Aufschluss über die in die Fettzellen eingelagerte Menge 
an Triglyceriden und kann aus diesem Grund zur relativen Bestimmung der Fettzellreifung 
heran gezogen werden. 
Nach ausreichender Reifung der Zellen an Tag 13-15 (WAT) oder Tag 7-9 (BAT) wurden die 
jeweiligen Zellkulturgefäße 2 mal mit 37 °C warmem PBS gewaschen, bevor eine 60 minütige 
Fixierung der Zellen in 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS erfolgte. PFA sorgt für eine 
Vernetzung von Proteinen und ermöglicht hierdurch eine Stabilisierung und Fixierung der 
Gewebestruktur. Nach erfolgter Fixierung wurde die PFA-Lösung abgezogen und verworfen 
und die Zellen für 40 min in Ölrot-Arbeitslösung inkubiert. Dies erfolgte bei 100 rpm auf einem 
Schüttler. Die Ölrot-Lösung wurde im Anschluss abgenommen und verworfen, die Zellen 
mindestens 3-mal mit demineralisiertem Wasser gewaschen, bis dieses völlig klar war. Nach 
dem letzten Waschschritt wurden die Zellen erneut mit Wasser bedeckt und konnten mit Hilfe 
des Axiovert M200 Lichtmikroskopes mit angeschlossener Kamera fotografiert werden. 
Zur Quantifizierung des inkorporierten Ölrot wurde das Wasser im Anschluss vollständig 
verworfen und die rot gefärbten Zellen mit 99% Isopropanol versetzt (0,375 ml/cm2). Die 
Kulturgefäße wurden auf einen Schüttler verbracht und das Ölrot bei 100-200 rpm innerhalb 
von 10-15 min vollständig aus den Fettzellen eluiert. Das Ölrot/Isopropanol-Gemisch wurde in 
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geeignetem Verhältnis verdünnt (eWAT unverdünnt, iWAT 1:1, BAT 1:2) um eine 
photometrische Vermessung innerhalb der, durch das Lambert-Beer’sche-Gesetz definierten, 
Grenzen zu ermöglichen. Die verdünnten Proben wurden bei 518 nm mit Hilfe eines 
Photometers (Implen) in Einmal-Küvetten vermessen. Als Leerwert wurde reines Isopropanol 
vermessen. 
3.5.9 Wachstumsanalyse mittels xCELLigence-System 
Die xCELLigence Methode basiert auf einer Impedanzmessung an goldbeschichteten 
Kulturgefäßen, was eine Quantifizierung des Bewuchses adhärent wachsender Zellen in vitro 
ermöglicht und somit Rückschlüsse auf die Proliferation und das Wachstum von Zellen in 
Echtzeit zulässt. Das xCELLigence System beruht dabei auf einer Impedanzmessung. Über 
zwei Elektroden wird immer wieder eine genau definierte Spannung angelegt. Ändert sich bei 
dieser Messung, durch den Bewuchs der Bodenplatten, der elektrische Widerstand, so kommt 
es zu einer veränderten Stromstärke, was das System in einen entsprechenden Zellindex 
umrechnet. Allerdings kann auch eine Veränderung der Zellmorphologie oder eine 
Sedimentation von Zellfragmenten diese Impedanzmessung fälschlicherweise beeinflussen. 
Zu Untersuchungen des Zellwachstum und der Zellproliferation wurden Präadipozyten aus 
epididymalem Fettgewebe wie in Kapitel 3.5.8.2 beschrieben isoliert. Das für die 
xCELLigence-Versuche verwendete Medium wurde vor Versuchsbeginn für 1 Stunde bei 
37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Nach 10 minütiger Equilibrierung der 
Messkammern mit 180 µl Medium (DMEM-F12 mit 5% FCS) wurde ein Basalwert generiert, 
bevor in nächsten Schritt 20 µl Zellsuspension zugegeben wurden. Die Endkonzentration der 
Zellen betrug hierbei wie im jeweiligen Experiment angegeben 20.000, 30.000 oder 40.000 
Zellen pro Kulturkammer. Im Folgenden wurde die Impedanz alle 15 min über einen Zeitraum 
von 60 Stunden detektiert und als Zellindex angegeben. Da ein Wechsel des Mediums in 
diesem System nicht möglich war, konnten keine Messungen über einen längeren Zeitraum 
erfolgen, da nach mehr als 60 Stunden davon ausgegangen werden muss, dass das im 
Kulturgefäß enthaltene Medium weitestgehend verbraucht und mit Stoffwechselprodukten der 
Zellen angereichert ist. Um neben den Effekten einer globalen BK-Kanal-Deletion auch die 
Auswirkung einer pharmakologischen BK-Kanal-Blockade in diesem System zu untersuchen, 
wurde dem Medium der hochpotente und spezifische BK-Kanal-Blocker Paxillin 
(Endkonzentration 1 µM) zugesetzt. 
3.6 Statistische Analyse 
In sämtlichen Diagrammen wurden die erhobenen Ergebnisse, sofern nicht anders 
angegeben, als Mittelwerte ± Standardfehler (SEM) dargestellt. Sofern keine 
gerätespezifischen Auswerteprogramme verwendet wurden (ELISA-Versuche), erfolgten alle 
statistischen Analysen mittels Microsoft Excel 2010 und Microsoft Excel 2013. 
Signifikanzberechnungen wurden hierbei mit Hilfe eines zweiseitigen Student´s t-test 
durchgeführt und gleiche Varianzen (homoskedatischer t-Test) vorausgesetzt. Erhaltene p-
Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant, <0,01 als sehr signifikant und p-Werte <0,001 
als hoch signifikant betrachtet und mit entsprechenden Symbolen (*/#) dargestellt (*/#p<0,05; 
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**/##p<0,01; ***/###p<0,001). Nicht signifikante Unterschiede p>0,05 sind entweder gar nicht 





Vorausgegangenen Arbeiten implizieren, dass eine globale Deletion des BK-Kanals im 
Mausmodell vor übermäßiger Gewichtszunahme bei normo- und hochkalorischer Ernährung 
schützt. Diese Daten deuten auf einen adipogenen Effekt zentraler, wie auch peripherer BK-
Kanäle hin. Im Rahmen dieser Dissertation wurde daher die Rolle des BK-Kanals für die 
Fettzellreifung in vitro, sowie für die Entstehung von Adipositas und daraus resultierenden 
Folgeerkrankungen in vivo mit Hilfe eines Fettzell-spezifischen induzierbaren Knockout-
Systems (Sassmann et al., 2010) untersucht. 
4.1 Untersuchung global BK-Kanal defizienter Tiere 
Da im Rahmen dieser Arbeit insbesondere die Rolle des BK-Kanals in Adipozyten untersucht 
werden sollte, wurde in einem ersten Schritt die Expression des Kanals in verschiedenen 
Fettgeweben überprüft, da dies in murinen Fettgeweben nach unserem Kenntnisstand bislang 
noch nicht in der Literatur beschrieben wurde.  
4.1.1 Nachweis des BK Kanales in verschiedenen Fettgeweben 
Immunfluoreszenz-Färbungen (s. Kapitel 3.5.2.5) von Kryoschnitten (s. Kapitel 3.5.2.2) aus 
epididymalem Fettgewebe (eWAT) 10 Wochen alter, global BK-Kanal-defizienter Tiere 
(BKL1/L1) und Wildtyp-Kontrollen (BK+/+) zeigen, dass der BK-Kanal im eWAT der BK+/+ Tiere 
exprimiert wird, wohingegen die entsprechenden BKL1/L1-Gewebe keine BK-assoziierte rote 
Fluoreszenz aufweisen (s. Abb. 4.1: BK-Expression im Fettgewebe globaler BK+/+- und BKL1/L1-
Tiere). Auch die Negativkontrollen, welche nicht mit Primär-Antikörper gegen ein BK-Kanal-
Epitop inkubiert wurden, zeigen keine BK-Kanal-spezifische Färbung (s. Abb. 4.1a). Darüber 
hinaus konnte die Expression des BK-Kanals in eWAT auch mittels immunhistochemischer 
DAB-Färbung (s. Kapitel 3.5.2.4) bestätigt werden (s. Suppl. Abb. 1, linke Spalte). Die braune 
Färbung des BK+/+-Gewebes indiziert hierbei das Vorhandensein von BK-Kanälen, 
wohingegen sowohl in den BKL1/L1-Geweben, als auch in der Negativkontrolle ohne 
Primärantikörper (s. Suppl. Abb. 1, rechte Spalte) erneut keine Färbungen zu erkennen sind. 
Der Nachweis des Adipozyten-spezifischen Enzyms Hormon-sensitive Lipase (HSL) bestätigt 
außerdem, dass es sich bei dem hier dargestellten Gewebe um Fettgewebe handelt (s. Suppl. 
Abb. 1, mittlere Spalte). Die zelluläre Morphologie des eWAT wurde mittels Hämatoxylin & 
Eosin (HE)-Färbung (s. Kapitel 3.5.2.3) von Gefrierschnitten visualisiert. Die annähernd 
runden, gleichmäßig geformten Zellmembranen sind hierbei pink angefärbt, während Zellkerne 
dunkelviolett erscheinen. Im Alter von 10 Wochen, sind unter normo-diätetischen 
Fütterungsbedingungen hinsichtlich der Morphologie der Fettzellen keine Unterschiede 
zwischen den beiden Genotypen zu verzeichnen (s. Abb. 4.1b). Die Untersuchung der BK-
Kanal-Expression, mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR-Analyse (qRT-PCR) (s. Kapitel 
3.5.5), konnte darüber hinaus auch auf messenger RNA (mRNA)-Ebene signifikant höhere 
BK-mRNA Level in den BK+/+-Geweben aufzeigen (s. Abb. 4.1c+f). Die qRT-PCR Signale in 
den BKL1/L1-Proben, sind vermutlich auf unspezifische Fluoreszenzbildung zurück zu führen, 
da sie im gleichen Maße auch in Negativkontrollen ohne copyDNA (cDNA), zu verzeichnen 
sind (nicht dargestellt / s. Suppl. Abb. 4a). 
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Abb. 4.1: BK-Expression im Fettgewebe globaler BK+/+- und BKL1/L1-Tiere 
Repräsentative Darstellung von BK-Kanal-Expression und Morphologie in 14-µm Gefrierschnitten von 
epididymalem Fettgewebe (eWAT) sowie Leistenfett (iWAT). Die Gewebe wurden aus 10 Wochen alten, 
global BK-Kanal-defizienten Tieren (BKL1/L1) und deren Wildtyp-Wurfgeschwistern (BK+/+) isoliert. (A, C) 
Immunfluoreszenz-Färbung des BK-Kanals in eWAT (A) und iWAT (C). Rote Fluoreszenz indiziert die 
Expression von BK-Kanal im Wildtyp-Gewebe (jeweils oben links) wohingegen in Fettgewebe von BK-
defizienten Tieren (jeweils unten links), sowie in den Negativkontrollen (rechts) ohne Primärantikörper 
(- anti-BK), kein BK-Kanal nachgewiesen werden kann. Zellkerne sind mit Hoechst® angefärbt (blaue 
Fluoreszenz). (B, E) Hämatoxylin & Eosin (HE)-Färbung von Gefrierschnitten. Zellkerne sind violett 
angefärbt, Zellmembranen fuchsiarot. Zwischen den Genotypen ist unter normodiätetischen 
Fütterungsbedingungen kein Unterschied in der Morphologie zu erkennen, wohingegen eWAT (B) sich 
im Vergleich zu iWAT (E) als deutlich hypertropher Zellverband präsentiert. (C, F) Analyse der BK 
messenger RNA-Expression (mRNA) mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR). In BK+/+-Proben 
(blau) war signifikant mehr BK-Kanal-Expression (normalisiert auf β-Aktin) in eWAT (C) (BK+/+ n=6; 
BKL1/L1 n=4) und iWAT (F) (BK+/+ n=5; BKL1/L1 n=5) nachweisbar, als in den entsprechenden Geweben 
der BKL1/L1-Wurfgeschwister (rot). Die schwach detektierbaren Signale in den BKL1/L1 Proben sind 
vermutlich auf unspezifische Fluoreszenz zurück zu führen. (A, B, D, E) Maßstabsbalken entsprechen 
50 µm. (C, F) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05; ** p < 0,01. 
Neben dem BK-Kanal-Nachweis in eWAT, konnte der BK-Kanal mittels Immunfluoreszenz-
Färbung auch in Gefrierschnitten aus Leistenfett (iWAT) von BK+/+-Mäusen detektiert werden 
(s. Abb. 4.1d). Die rote Fluoreszenz des Antikörper-markierten BK-Kanals ist auch hier weder 
in BKL1/L1-Gewebe, noch in Kontrollschnitten ohne Primärantikörper detektierbar (s. Abb. 4.1d). 
Eine HE-Färbung der iWAT-Gefrierschnitte (s. Abb. 4.1e) zeigt die typische iWAT-
Morphologie, bestehend aus einer heterogenen Mischung von Fettzellen unterschiedlicher 
Ergebnisse 
106 
Größe. Während zwischen den beiden Genotypen kein Unterschied zu erkennen ist fällt beim 
Vergleich mit eWAT (s. Abb. 4.1b) derselben Magnifikation auf, dass die iWAT-Proben einen 
deutlich kleinzelligeren Gewebeverband aufweisen. Der Nachweis von BK-mRNA mittels qRT-
PCR-Analyse offenbart auch in iWAT eine signifikant höhere BK-Kanal-Expression in BK+/+ 
gegenüber BKL1/L1 Proben (s. Abb. 4.1f). Interessanterweise war dabei das BK-
Expressionsniveau im eWAT und iWAT nahezu identisch. Das erneut sehr schwache qRT-
PCR-Signal im BKL1/L1 iWAT ist hierbei vermutlich ebenfalls auf unspezifische Fluoreszenz-
Signale und deren Detektion über diese hochsensitive Methode zurück zu führen. 
Neben klassischen weißen Fettdepots wurde auch das interscapulare braune Fettgewebe 
(BAT) hinsichtlich seiner Morphologie und BK-Kanal-Expression untersucht. HE-Färbungen 
von 8 µm dicken Gefrierschnitten ermöglichen hierbei die Visualisierung des für BAT 
typischen, sehr kleinzelligen, Zellverbandes (s. Abb. 4.2a), in dem histologisch zunächst keine 
Genotyp-spezifischen Unterschiede detektierbar waren. Die BK-Kanal mRNA wurde auch hier 
mit der etablierten qRT-PCR-Methode bestimmt und ergab eine hochsignifikant höhere 
Expression von BK-Kanal in BK+/+ BAT gegenüber BKL1/L1-Gewebe (s. Abb. 4.2b). 
Zusammengenommen konnten die qRT-PCR-Expressionsuntersuchungen damit erstmalig 
einen BK Nachweis im eWAT, iWAT und BAT liefern. Mittels immunhistochemischer und 
Immunfluoreszenz-Färbungen konnten diese Befunde außerdem in Gewebeschnitten von 
eWAT, iWAT und BAT bestätigt werden. 
 
 
Abb. 4.2: Morphologische Untersuchung von BAT globaler BK-Tiere 
(A) Hämatoxylin & Eosin (HE)-Färbung von 8 µm starken Gefrierschnitten von braunem Fettgewebe 
(BAT) aus 10 Wochen alten BK-Tieren. Zellkerne sind violett angefärbt, Zellmembranen fuchsiarot. 
Zwischen Wildtyp (BK+/+) und BK-defizienten (BKL1/L1) Geweben ist basal kein morphologischer 
Unterschied zu erkennen. (B) Untersuchung der BK mRNA-Expression (mRNA) in BAT mittels 
quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR). BK+/+-Proben (blau, n=8) zeigen hochsignifikant mehr BK-
Kanal-Expression als ihre BKL1/L1-Wurfgeschwister (rot, n=6) (normalisiert auf β-Aktin). Die schwach 
detektierbaren Signale bei BKL1/L1-Tieren sind vermutlich auf unspezifische Fluoreszenz zurück zu 
führen. (A) Maßstabsbalken entspricht 50 µm. (B) Abbildung zeigt Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). 
*** p < 0,001. 
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4.1.2 Globale BK-Kanal-Deletion schützt vor übermäßiger 
Gewichtszunahme und Fetteinlagerung 
Wie bereits in vorausgegangenen Arbeiten (Beisan Mohammad, unveröffentlichte 
Dissertation, 2014) gezeigt werden konnte, ist nach globaler Deletion des BK-Kanals in 
Mäusen auf gemischtem Hintergrund (SV129/C57Bl6N) ab initio die Körpergewichtszunahme 
gegenüber BK-WT-Tieren signifikant reduziert. Dieser Phänotyp ist sowohl bei Fütterung einer 
Kontrolldiät (CD) mit geringem Fettgehalt, als auch bei diätetischer Gabe einer Hochfettdiät 
(HFD) erkennbar. Da insbesondere metabolische Eigenschaften in Mausmodellen stark vom 
Hintergrund der Tiere abhängig sein können, wurden im Rahmen dieser Arbeit zunächst 
Fütterungsversuche mit BK+/+ und BKL1/L1 Mäusen auf einem reinen C57Bl6/N durchgeführt. 
Neben Untersuchungen zur allgemeinen Entwicklung des Körpergewichtes, sowie des 
Fettanteils, sollte dabei ein Fokus auf die Entstehung, Reifung und Ausprägung diverser 
Fettzelldepots liegen. 
4.1.2.1 Analyse des Körpergewichtes 
Die Gewichtsentwicklung von globalen BK-Tieren unter CD-Fütterung (s. Kapitel 3.4.1) zeigt 
ein, zu jedem Messzeitpunkt, hochsignifikant geringeres Körpergewicht in BKL1/L1-Mäusen 
gegenüber ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern (s. Abb. 4.3a). Das hochsignifikant geringere 
Körpergewicht der BKL1/L1-Tiere zu Beginn der diätetischen Fütterung (Woche 10) (BK+/+ = 
23,38 ± 0,25 g; BKL1/L1 = 19,35 ± 0,29 g; p < 0,005), ist möglicherweise auf eine reduzierte 
Körpergröße der Tiere zurückzuführen und spiegelt sich auch im hochsignifikanten 
Unterschied der ermittelten Tibialänge der beiden Genotypen (s. Suppl. Abb. 2c + Suppl. Abb. 
3e) wieder. Diese Befunde stehen in Einklang mit früheren Untersuchungen, in welchen 
signifikant reduzierte Körperlängen von weiblichen und männlichen BKL1/L1-Tieren im Alter von 
4 und 8 Wochen beschrieben wurden (Sausbier et al., 2004). Die Gewichtskurven der beiden 
Genotypen verlaufen unter Kontrolldiät-Fütterung weitgehend parallel. Dementsprechend 
unterscheidet sich die prozentuale Körpergewichtszunahme (s. Abb. 4.3b) der BK+/+ und 
BKL1/L1-Mäuse unter CD-Fütterung zu keinem Zeitpunkt. Dies spiegelt sich auch in der 
Gewichtszunahme ( Körpergewicht) über den gesamten Versuchszeitraum wieder. Während 
die absolute Gewichtszunahme in Gramm in BKL1/L1 Mäusen gegenüber BK+/+ Tieren 
signifikant reduziert ist (BK+/+ = 9,71 ± 1,26 g; BKL1/L1 = 5,86 ± 0,24 g; p = 0,01) (s. Suppl. Abb. 
2a, links), ist für die prozentuale Gewichtszunahme, ausgehend vom Anfangsgewicht der 
entsprechenden Tiere, lediglich eine leichte statistische Tendenz zu erkennen (BK+/+ = 42,94 
± 5.52 %; BKL1/L1 = 33,34 ± 2,38 %; p = 0,14) (s. Suppl. Abb. 2b, links). 
Die Fütterung globaler BK-Tiere mit HFD über einen Zeitraum von 18 Wochen (s. Kapitel 3.4.1) 
resultiert ebenfalls in einer hochsignifikanten Reduktion der Körpergewichtszunahme in 
BKL1/L1-Mäusen gegenüber ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern (s. Abb. 4.3c). Hierbei ist, 
insbesondere ab einem Alter von 20 Wochen, in BK+/+-Tieren ein massiver Anstieg des 
Körpergewichtes zu verzeichnen bevor das Körpergewicht beider Genotypen etwa ab einem 
Alter von 28 Wochen eine Plateauphase erreicht. Dementsprechend ist die wöchentliche 
prozentuale Körpergewichtszunahme in BKL1/L1-Mäusen ab einem Alter von 20 Wochen stark 
signifikant reduziert gegenüber BK+/+-Tieren (s. Abb. 4.3d). Somit resultierte die 18-wöchige 
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HFD-Fütterung sowohl in einer hochsignifikant reduzierten absoluten Körpergewichtszunahme 
(BK+/+ = 16,44 ± 0,83 g; BKL1/L1 = 8,37 ± 0,45 g; p < 0,005) (s. Suppl. Abb. 2a), als auch einer 
ebenfalls hochsignifikant reduzierten prozentualen Körpergewichtszunahme über den 
Versuchszeitraum in BKL1/L1 gegenüber BK+/+ (BK+/+ = 70,70 ± 3,78 %; BKL1/L1 = 44,26 ± 2,68 
%; p < 0,005) (s. Suppl. Abb. 2b). Erwartungsgemäß war bereits zu Beginn der HF-Diät ein 
hochsignifikanter Körpergewichtsunterschied zwischen den beiden Genotypen zu erkennen. 
Um potentielle Unterschiede hinsichtlich der aufgenommenen Kalorienmenge zu überprüfen 
wurde der Futterkonsum von BK+/+ und BKL1/L1-Tieren im Alter von 30 Wochen mittels 
modifiziertem metabolischem Käfig (s. Kapitel 3.4.2) untersucht. Hierbei konnte weder unter 
CD-Fütterung, noch unter Gabe von HFD ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 
Genotypen festgestellt werden (s. Suppl. Abb. 2e). Dementsprechend können Unterschiede 
hinsichtlich der Energiezufuhr als Ursache für die massiven Körpergewichtsunterschiede (s. 
Abb. 4.3a-h) ausgeschlossen werden. Diese Befunde stehen im Einklang mit Untersuchungen 
an männlichen und weiblichen BK-Tieren auf Hybridhintergrund. Auch diese Mäuse zeigten 
keine Genotyp-bedingten Unterschiede in der täglichen Futteraufnahme (Beisan Mohammad, 
unveröffentlichte Dissertation, 2014). 
Um neben der Auswirkung einer Hochfettdiät auch die Folgen einer sehr Kohlenhydrat-reichen 
Ernährung zu untersuchen, durchlief eine kleine Kohorte von Tieren eine 18-wöchige Sucrose-
Diät (s. Kapitel 3.4.1). BKL1/L1-Tiere zeigten sich interessanterweise auch vor einer 
übermäßigen Kohlenhydrat-induzierten Gewichtszunahme geschützt (s. Suppl. Abb. 3a). Ab 
einem Alter von 20 Wochen ist in diesen Mäusen dementsprechend eine klare Tendenz 
hinsichtlich einer reduzierten prozentualen Körpergewichtszunahme zu verzeichnen, welche 
jedoch auf Grund der geringen Probandenzahl nur in Woche 30 einen signifikanten 
Unterschied aufweist (s. Suppl. Abb. 3b). Die absolute Körpergewichtszunahme über den 
gesamten Versuchszeitraum hinweg ist in BKL1/L1 Mäusen dennoch signifikant geringer, als in 
den korrespondierenden Wildtyp-Tieren (s. Suppl. Abb. 3d). 
Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass die globale Deletion des BK-Kanals 
auch Tiere auf C57Bl6/N-Hintergrund hochwirksam und signifikant vor einer übermäßigen 
Gewichtszunahme durch CD- und insbesondere HFD-Fütterung schützen kann. Darüber 
hinaus deuten die Befunde auch auf eine BK-abhängige Rolle bei der Gewichtszunahme unter 
Kohlenhydrat-reicher Ernährung hin. 




Abb. 4.3: CD- und HFD-Fütterung globaler BK-Tiere 
(A) Gewichtsentwicklung von Wildtyp-Tieren (BK+/+) und global BK-Kanal-defizienten Mäusen (BKL1/L1) 
unter Kontrolldiät (CD)-Fütterung. Die Dauer der CD-Fütterung wird durch einen hellgrauen Balken 
dargestellt. Die BK+/+-Tiere (blaue Rahmen, n=15) zeigen über den gesamten Versuchszeitraum ein 
hochsignifikant erhöhtes Körpergewicht gegenüber ihren BKL1/L1-Wurfgeschwistern (rote Rahmen, 
n=14). (B) Die prozentuale Körpergewichtszunahme (Δ Körpergewicht [%]) unterscheidet sich hierbei 
nicht. (C) Gewichtsverlauf von BK+/+ (blau gefüllte Symbole, n=34) und BKL1/L1 (rot gefüllte Symbole, 
n=29) unter Fütterung von Hochfett-Diät (HFD). Der dunkelgraue Balken indiziert die Dauer der HFD-
Fütterung. BK+/+-Tiere weisen über den gesamten Versuchszeitraum ein hochsignifikant erhöhtes 
Gewicht gegenüber ihren BKL1/L1-Wurfgeschwistern auf. (D) Die prozentuale Körpergewichtszunahme 
ist hierbei in BK+/+-Mäusen ab einem Alter von 20 Woche ebenfalls sehr signifikant erhöht (**p < 0,01 
Woche 20-22, *** p < 0,001 ab Woche 23). (E) Das Gewicht unterschiedlicher Fettdepots, normiert auf 
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die Tibialänge (TL), ist nach CD-Fütterung in BKL1/L1 (n=6) in epididymalem Fett (eWAT), 
interscapularem weißem Fett (intWAT), braunem Fettgewebe (BAT), mesenterischem Fettgewebe 
(mWAT) sowie Leistenfett (iWAT) signifikant verringert. Auch das Gesamtgewicht der untersuchten 
Fettdepots (gesamt) unterscheidet sich signifikant zwischen den BKL1/L1- und BK+/+-Tieren (n=9) 
unterscheidet. Nach HFD-Fütterung führt die erhöhte Fetteinlagerung in den BK+/+-Mäusen (n=20) zu 
einer hochsignifikanten Zunahme der normierten Fettmasse aller Depots gegenüber den HFD-
gefütterten BKL1/L1-Tieren (n=12). (F) Die Analyse der Körperstruktur mittels Soxhlet-Fettextraktion nach 
diätetischer Fütterung ergibt keine Unterschiede zwischen den Genotypen hinsichtlich des 
Wasseranteils. Die Trockenmasse ist in BKL1/L1 sowohl nach CD- als auch nach HFD-Fütterung 
signifikant erniedrigt. Auch der Fettanteil der BKL1/L1 nach CD (n=6) ist signifikant geringer als in BK+/+ 
Mäusen (n=6). Nach HFD-Fütterung ergibt sich hier sogar ein sehr prominenter und hochsignifikanter 
Unterschied zwischen den Genotypen (BK+/+ n=7; BKL1/L1 n=5). #-Symbole weisen auf signifikante 
Unterschiede im entsprechenden Kompartiment zwischen CD- oder HFD-Fütterung innerhalb eines 
Genotypes hin. (G) Repräsentative Fotos von Tieren nach diätetischer Fütterung. (H) Repräsentative 
Abbildung von BAT, eWAT und iWAT nach CD- oder HFD-Fütterung. (A-F) Abbildungen zeigen 
Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). */# p < 0,05; **/## p < 0,01; *** p < 0,001. (G, H) Maßstabsbalken 
entsprechen 2 cm. 
4.1.2.2 Untersuchung verschiedener Fettdepots und Körperstrukturanalyse 
Da eine Akkumulation von Fetten ursächlich ist, für die HFD-induzierte Gewichtszunahme, 
wurden die verschiedenen Fettdepots auch einzeln analysiert. Diese Untersuchungen sollten 
außerdem einer ersten Abschätzung dienen, inwiefern der adipozytäre BK-Kanal (s. Abb. 4.1) 
über Fettgewebs-Effekte Einfluss auf die Körpergewichtsentwicklung der Tiere bei CD- und 
HFD-Fütterung nimmt. Neben dem Körpergewicht der Tiere wurde zusätzlich auch das 
Gewicht verschiedener Fettdepots (s. Abb. 4.3e) sowie die gesamte Körperzusammensetzung 
der Tiere nach Abschluss der Fütterungsversuche (s. Abb. 4.3f) analysiert. 
Auf Grund der unterschiedlichen Körpergröße der Tiere (s. Suppl. Abb. 2c), wurden die 
Massen der untersuchten Fettdepots auf die Tibialänge, einem validen und 
gewichtsunabhängigen Größenmaß, normiert. Auf diese Weise sollten Gewichtsdifferenzen, 
welche lediglich auf den unterschiedlichen Körpergrößen der Genotypen beruhen, 
ausgeglichen werden. Untersucht wurden hierfür eWAT, interscapulares weißes Fettgewebe 
(intWAT), BAT, mesenterisches Fett (mWAT) sowie iWAT und das aus den untersuchten 
Depots resultierende Gesamtgewicht der Fettdepots (gesamt). 
Nach CD-Fütterung zeigt sich in allen untersuchten Fettdepots der BKL1/L1 ein signifikant 
reduziertes Gewicht/TL-Verhältnis, verglichen mit den Wildtyp-Wurfgeschwistern (s. Abb. 
4.3e). Die Untersuchung der verschiedenen Fettdepots nach HFD-Fütterung, brachte 
erwartungsgemäß noch stärker ausgeprägte Effekte zu Tage. Hier konnte in ausnahmslos 
allen getesteten Fettgeweben eine massive und hochsignifikante Reduktion der normierten (s. 
Abb. 4.3e) und absoluten Fettmassen (s. Suppl. Abb. 2d) in BKL1/L1 gegenüber BK+/+-Tieren 
festgestellt werden. Verglichen mit der CD-Fütterung resultierte die Fütterung der Tiere mit 
einer Hochfett-Diät in beiden Genotypen in einem signifikanten Anstieg der Gewichte aller 
weißen Fettdepots. Lediglich die Menge an BAT variierte zwischen den verschiedenen Diäten 
nicht signifikant (nicht dargestellt). Auch die Kohlenhydrat-reiche Sucrose-Gabe resultierte in 
signifikant erhöhten Mengen an normierten Fettmassen der BK+/+-Kohorte. So waren auch in 
diesem Fütterungsmodell in den BKL1/L1-Tieren eWAT, intWAT, BAT, mWAT, iWAT sowie das 
resultierende Gesamtgewicht der untersuchten Fettdepots signifikant reduziert (s. Suppl. Abb. 
3c). 
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Eine Bestimmung des Wassergehaltes mit anschließender Soxhlet-Fettextraktion (s. Kapitel 
3.5.1) wurde durchgeführt, um die Körperstruktur der Tiere nach diätetischer Fütterung zu 
bestimmen (s. Abb. 4.3f). 
Hinsichtlich des Wasseranteils ist zwischen den beiden Genotypen nach CD-Fütterung kein 
Unterschied zu erkennen. Allerdings sind nach CD sowohl die Trockenfraktion als auch der 
Fettanteil in BKL1/L1- gegenüber BK+/+-Mäusen signifikant verringert (s. Abb. 4.3f). Nach HFD-
Fütterung ist ebenfalls kein signifikanter Unterschied im Wasseranteil der beiden Genotypen 
zu verzeichnen. Allerdings zeigte sich sowohl der Trockenanteil als auch die Fettfraktion der 
BKL1/L1-Mäuse gegenüber BK+/+-Tieren auf HFD signifikant reduziert (s. Abb. 4.3f). Vergleicht 
man die einzelnen Körperkompartimente innerhalb eines Genotypes in Abhängigkeit von der 
Diät, so wird deutlich, dass sich der Fettanteil der BKL1/L1-Tiere zwischen CD- und HFD-
Fütterung nicht unterscheidet, während Wasseranteil sowie Trockenmasse in den HFD-Tieren 
mit BK-Ablation signifikant ansteigen. Bei BK+/+-Tieren ergeben sich hingegen andere 
Veränderungen der Körperkompartimente. Hier ist nach HFD-Fütterung weder der 
Wasseranteil noch die Trockenmasse im Vergleich zur CD-Fütterung signifikant erhöht. 
Lediglich der Gesamtfettanteil der Tiere ist nach HFD signifikant höher als nach CD (s. Abb. 
4.3f). Dies erlaubt den Schluss, dass in BK+/+-Mäusen das höhere Körpergewicht nach HFD-
Fütterung primär durch eine vermehrte Fetteinlagerung bedingt ist, wohingegen in BKL1/L1-
Tieren das leicht höhere Körpergewicht ausschließlich durch einen Anstieg von Wasser und 
Trockenmasse bedingt zu sein scheint (s. Abb. 4.3f). Die globale Deletion des BK-Kanals 
scheint dementsprechend effektiv vor einer Diät-assoziierten exzessiven Fetteinlagerung zu 
schützen. 
Die Darstellung von repräsentativen Tieren nach CD- oder HFD-Fütterung bestätigt das 
erhöhte Körpervolumen der Wildtyp-Tiere nach HFD-Fütterung. Auch die verminderte 
Körpergröße der BKL1/L1-Tiere gegenüber den BK+/+-Wurfgeschwistern ist in den 
Übersichtsaufnahmen ersichtlich (s. Abb. 4.3g). 
Repräsentative Fotografien ausgewählter Fettdepots verdeutlichen die zuvor aufgezeigten 
Befunde hinsichtlich der Fettmassen. Gut erkennbar sind die nur geringen Genotyp-bedingten 
Unterschiede der Fettmassen nach CD, wohingegen nach HFD ein deutlicher Zuwachs an 
Fettvolumen zu verzeichnen ist. Dieser stellt sich insbesondere hinsichtlich der Wildtyp-
Fettdepots besonders ausgeprägt dar (s. Abb. 4.3h). 
4.1.3 Untersuchung zum BK-abhängigen Glucose-Metabolismus 
nach verschiedenen Diäten 
Adipositas ist oftmals mit einer Reihe metabolischer Co-Morbiditäten assoziiert, welche 
insbesondere den Glucose-Metabolismus sowie weitere Stoffwechsel-Veränderungen 
betreffen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus diesem Grund sowohl die Glucosetoleranz als 
auch die Insulinfreisetzung von BK+/+ und BKL1/L1-Mäusen im Alter von 10 Wochen vor 
diätetischer Fütterung und nach CD oder HFD-Behandlung, im Alter von 30 Wochen, 
untersucht. Diese stellen wichtige Surrogatparameter hinsichtlich pathologischer 
metabolischer Veränderungen dar. 
Die Glucose-Verstoffwechslung wurde in vivo mittels intraperitonealem Glucose-Toleranz-Test 
(i.p. GTT) bestimmt, bei welchem die Versuchstiere eine Glucose-Bolus-Injektion erhielten (2 
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mg/g Körpergewicht) und die BG-Konzentration sowohl unmittelbar vor (0 min), als auch 15, 
30, 60 und 120 min nach Injektion ermittelt wurde (s. Kapitel 3.4.4). Für die 10 Wochen alten 
(prior diet, PD) BKL1/L1-Tiere ergaben sich hierbei signifikant erhöhte Blutglucose-Spiegel 30, 
60 und 120 min nach Glucose-Applikation (s. Abb. 4.4a). Auch im Alter von 30 Wochen zeigten 
die CD-gefütterten BK-defizienten Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Tieren ein deutlich erhöhtes 
Blutglucose-Level, welches nach 120 min Signifikanz aufweist (s. Abb. 4.4b). Die erhöhten 
BG-Konzentrationen der Knockout-Tiere mit 10 und 30 Wochen, in Folge eines i.p. GTT, 
stehen im Einklang mit Untersuchungen von Düfer et al (Dufer et al., 2011). Diese zeigten eine 
gestörte Glucose-Toleranz von 12-19 Wochen alten BKL1/L1-Tieren. Interessanterweise war 
nach HFD-Fütterung im Gegensatz zu den bisherigen Befunden nach Kontrolldiät kein 
Unterschied im Blutglucose-Verlauf zwischen den beiden Genotypen zu verzeichnen (s. Abb. 
4.4c). 
Die Analyse der Plasma-Insulin-Spiegel mittels Enzym-gekoppeltem Immunoadsorptions-
Nachweisverfahren (ELISA) (s. Kapitel 3.5.6.1) ergab PD für Wildtyp-Tiere gegenüber BKL1/L1-
Wurfgeschwistern eine signifikant erhöhte Insulinfreisetzung 15, 30 und 60 min nach Glucose-
Applikation (s. Abb. 4.4d). Nach HFD-Fütterung konnte bei beiden Genotypen ein deutlicher 
Anstieg der Insulin-Freisetzung als Reaktion auf die Glucose-Injektion beobachtet werden (s. 
Abb. 4.4e). Darüber hinaus ergeben sich in Wildtyp-Tieren auch im Alter von 30 Wochen über 
den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg signifikant höhere Plasma-Insulin-Werte, als in 
den korrespondierenden BKL1/L1-Tieren (s. Abb. 4.4e). Auch dieser Befund unterstützt frühere 
in vitro Ergebnisse von Düfer et al. (Dufer et al., 2011). Diese Autoren konnten in vitro eine 
signifikant verringerte Glucose-induzierte Insulinfreisetzung aus pankreatischen -Zellen 
beobachten. Die verminderte Insulinfreisetzung des Pankreas könnte somit eine mögliche 
Erklärung für die erhöhten Blutglucose-Werte der PD und CD BKL1/L1-Tiere während des i.p. 
GTT sein. 
Die massive Gewichts- und Fettezunahme in Folge einer HFD-Fütterung führt bei Wildtyp-
Tieren jedoch möglicherweise zu einer Insulin-Resistenz. Auf Grund dieser möglichen 
Unempfindlichkeit der Tiere gegenüber Insulin kann auch die vermehrte Freisetzung des 
Hormons (s. Abb. 4.4e) keine ausreichende Reduktion der BG der Tiere vermitteln (s. Abb. 
4.4c). Stattdessen erreichen die BK+/+-Tiere nach HFD-Fütterung BG-Werte, welche 
weitgehend jenen der BK-defizienten Mäuse entsprechen (s. Abb. 4.4c). Diese BKL1/L1-Tiere 
wiederum scheinen von einer Adipositas-induzierten Insulinresistenz nicht, oder zumindest 
deutlich weniger stark, betroffen zu sein.  
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Abb. 4.4: Glucose-Toleranz und Insulinausschüttung globaler BK-Tiere 
(A) BK-Kanal defiziente Tiere (BKL1/L1, rot umrandete Dreiecke, n=8) zeigen vor diätetischer Fütterung 
(PD) im Alter von 10 Wochen nach intraperitonealem Glucose-Toleranz-Test (i.p. GTT) nach 30, 60 und 
120 min signifikant höhere Blutglucose-Werte im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen (BK+/+, blau umrandete 
Dreiecke, n=8) (B) Auch nach Kontrolldiät (CD)-Fütterung zeigen BKL1/L1 (rot umrandete Rauten, n=6) 
tendenziell höhere Blutglucose-Spiegel als BK+/+ (blau umrandete Rauten, n=6). 120 min nach Glucose-
Injektion ist diese Differenz signifikant. (C) Nach Fütterung mit Hochfettdiät (HFD) ist zwischen Wildtyp-
Tieren (blaue Rauten, n=7) und BKL1/L1 (rote Rauten, n=4) kein Unterschied hinsichtlich der Blutglucose 
zu erkennen. (D) Die Messung der Plasma-Insulin-Spiegel im Alter von 10 Wochen ergibt während des 
i.p. GTT signifikant erhöhte Plasma-Insulin-Level in BK+/+ (n=5) gegenüber BKL1/L1 (n=5) nach 15, 30 
und 60 min. (E) Nach HFD-Fütterung sind die Plasma-Insulin-Werte in BK+/+ (n=7) gegenüber BK-
defizienten Tieren (n=5) zu allen Zeitpunkten signifikant erhöht. (D, E) Insulinkonzentrationen, welche 
unterhalb der Nachweisgrenze des hochsensitiven ELISAs und somit unter 0,025 µg/ml lagen, wurden 
zur Ermittlung der Mittelwerte mit einer Konzentration von 0 µg/ml eingerechnet. (A-E) Abbildungen 
zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05. 
4.1.4 Auswirkung der BK-Kanal-Defizienz auf Lebermetabolismus 
und Autophagie 
Die Entstehung einer Nicht-Alkohol-induzierten Fettleber (NAFLD) ist eine bekannte und vor 
allem schwerwiegende Folge von Adipositas (Lavallard and Gual, 2014; Saponaro et al., 
2015), an welcher schon heute immer mehr Erwachsene und vor allem auch Kinder leiden 
(WHO, Fact sheet °311, 2015) und welche im Folgenden wiederum zur Hepatosteatose und 
bis hin zum Leberkarzinom führen kann (Lavallard and Gual, 2014; Saponaro et al., 2015). 
Im Rahmen dieser Dissertation wurden Gefrierschnitte aus Leberbiopsien von BK-Tieren nach 
Kontroll- oder Hochfettdiät mit Ölrot angefärbt und auf diese Weise auf die Einlagerung von 
Triglyceriden in Hepatozyten hin untersucht. Nach 20-wöchiger Fütterung der Tiere mit CD fällt 
in repräsentativen Lichtmikroskopischen Aufnahmen von BKL1/L1-Tieren die Anfärbung der 
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Lipidtröpfchen durch Ölrot nur schwach aus (s. Abb. 4.5a, rechts). Wildtyp-Gewebeschnitte 
weisen hingegen deutlich erkennbare, Ölrot-gefärbte Bereiche im hepatozytären 
Gewebeverband auf (s. Abb. 4.5a, links). Während Lebern von BK-defizienten Tieren auch 
nach Hochfettdiät-Fütterung keine nennenswerten Einlagerungen von Fetten und 
Triglyceriden aufweisen (s. Abb. 4.5b, rechts) konnte in Biopsien von BK+/+-Tieren eine 
massive Zunahme von Fett-Einlagerungen ins Lebergewebe festgestellt werden (s. Abb. 4.5b, 
links). Auch hinsichtlich der auf die Tibialänge normierten Lebermassen zeigen sich 
hochsignifikante Unterschiede zwischen den beiden Genotypen. Bereits vor diätetischer 
Fütterung (PD) weisen BK-Kanal-defiziente Tiere ein deutlich verringertes Lebergewicht 
gegenüber ihren Wildtyp-Kontrollen auf (s. Abb. 4.5c). Sowohl nach CD- als auch nach HFD-
Fütterung ist dieser, möglicherweise durch vermehrte Fetteinlagerung bedingte, Anstieg an 
Lebermasse in Wildtyp-Tieren noch stärker ausgeprägt (s. Abb. 4.5c). BK-defiziente Mäuse 
scheinen hingegen vor einer fütterungsbedingten Zunahme der Lebermasse geschützt zu 
sein. 
Autophagie, auch als Autophagozytose bezeichnet, beschreibt die Degradation von nicht mehr 
benötigen Zellbestandteilen und -organellen sowie den Abbau von Nahrungsbestandteilen wie 
Proteinen oder Fetten und ist somit ein wichtiger und potenter Mechanismus zur Regulation 
des Lipid-Stoffwechsels. Sie ermöglicht eine Elimination von aufgenommenen Fetten in Form 
von Triglyceriden (Lavallard and Gual, 2014). Dabei kommt es in einem ersten Schritt zur 
Initiation, d.h. Proteine, Lipidtropfen oder Zellorganellen werden von einer Membran 
umschlossen und es kommt zur Bildung des Autophagosoms. Durch dessen Fusion mit einem 
Hydrolasen-enthaltenden Lysosom kommt es zur Ausbildung des sogenannten Autolysosoms, 
in welchem die enthaltenen Nährstoffe und Zellbestandteile enzymatisch abgebaut werden. 
Die Autophagosomen tragen an ihrer Oberfläche eine Reihe von Proteinen, unter anderem die 
leichte Kette 3 (Typ II) des Mikrotubuli-assoziierten Proteins (LC3-II), welches aus 
Phosphatidylethanolamin-gebundenem LC3-I (LC3 Typ I) besteht. LC3-II wird in frühen 
Stadien des autophagozytären Prozesses mit Hilfe des Autophagie-assoziierten Proteins 7 
(ATG7) aus LC3-I gebildet und während der Entstehung des Autolysosoms aus dessen 
Membran verdrängt und freigesetzt. Dementsprechend steht ein hohes LC3-II/LC3-I-
Verhältnis für ein hohes Maß an ablaufender Autophagie innerhalb einer Zelle. Weitere 
Autophagie-assoziierte Proteine sind beispielsweise der ATG5-ATG12-Komplex, der an der 
Bildung des Autophagosoms beteiligt ist oder Beclin1, welches eine wichtige Rolle bei der 
Fusion von Lysosom und Autophagosom spielt. Die Untersuchung verschiedener 
Autophagozytose-Markern in Leberbiopsien von BK+/+- und BKL1/L1-Tieren mittels Western Blot 
Proteinanalyse, konnte weder nach CD, noch nach HFD Unterschiede in der 
Proteinexpression von ATG7, Beclin1 oder des ATG5-ATG12-Komplexes aufzeigen (s. Abb. 
4.5d). Allerdings war sowohl in den CD-gefütterten Tieren, als insbesondere auch nach HFD-
Fütterung, ein massiv reduzierter LC3-II-Proteingehalt bei BK-Defizienz detektierbar. 
Gleichzeitig waren die Konzentrationen an LC3-I in BKL1/L1-Lebern deutlich erhöht, was in 
Summe zu einem massiven Abfall des LC3-II/LC3-I-Verhältnisses in diesen Tieren führte und 
somit einen Hinweis auf eine stark reduzierte Autophagie in BKL1/L1-Mäusen darstellt (s. Abb. 
4.5d).  
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Diese Befunde weisen darauf hin, dass die globale Deletion des BK-Kanals vor massiver 
Fetteinlagerung in die Leber zu schützen scheint und als Folge daraus auch die Fett-induzierte 
Autophagie in BK-Kanal-defizienten Tieren reduziert ist. 
 
Abb. 4.5: Hepatische Ölrot- und Autophagie-Analyse globaler BK-Tiere 
Repräsentative Darstellung von Ölrot-gefärbten, 8 µm dicken Gefrierschnitten aus Lebern von Wildtyp- 
(BK+/+, n=3) und BK-Kanal-defizienten (BKL1/L1, n=3) Tieren nach Kontrolldiät (CD)- (A) oder Hochfettdiät 
(HFD)-Fütterung (B). Dargestellt ist jeweils ein repräsentativer Gewebeausschnitt pro Tier. 
Fetteinlagerungen sind als rot angefärbte Tropfen zu erkennen. BKL1/L1-Gewebe weist hierbei im 
Vergleich zu BK+/+-Tieren sowohl nach CD als auch insbesondere nach HFD deutlich geringere 
Abschnitte an Ölrot-gefärbten Fetteinlagerungen auf. (C) Die Lebermasse, normiert auf die Tibialänge 
(TL), ist vor diätetischer Fütterung (PD) in den BKL1/L1-Tieren (rot, n=3) verglichen mit Wildtyp-Kontrollen 
(blau, n=3) sehr signifikant verringert. Nach CD Fütterung (BK+/+ n=9, BKL1/L1 n=6) ist dieser Unterschied 
ebenso wie nach HFD-Fütterung (BK+/+ n=20, BKL1/L1 n=12) noch stärker ausgeprägt und 
hochsignifikant. (D) Die mittels Western Blot-Analyse ermittelte Menge an Autophagie-spezifischen 
Marker-Proteinen in der Leber, wie dem Autophagie-assoziierten Protein 7 (ATG7), Beclin-1 oder dem 
Komplex aus Autophagie-assoziiertem Protein 5 und 12 (ATG5-ATG12), weist weder nach CD- noch 
nach HFD-Fütterung Unterschiede zwischen den Genotypen auf. Nach CD-Fütterung war in BKL1/L1-
Proben die Expression der leichten Kette 3 Typ I des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 1A/1B (LC3-I) 
erhöht, wohingegen die Abundanz des LC3-II (Typ II) Proteins vermindert zu sein scheint. Nach HFD-
Fütterung sind sowohl die verminderte LC3-II-Expression als auch die erhöhte LC3-I-Expression in 
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BKL1/L1-Lebern im Vergleich zu BK+/+-Proben noch stärker ausgeprägt (n=3 pro Genotyp und Diät). 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) stellt die Ladungskontrolle dar. Die 
Untersuchung der Autophagie-Marker wurde von der Arbeitsgruppe H.U. Simon, Pharmakologisches 
Institut, Universität Bern durchgeführt. (A, B) Maßstabsbalken entsprechen 50 µm. (C) Abbildung zeiget 
Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
4.1.5 Hypertrophie des braunen Fettgewebes in Abhängigkeit der 
BK-Kanal-Expression 
Adipositas entsteht, wie bereits beschrieben (s. Kapitel 1.2), in der Regel durch eine Imbalance 
an zugeführter Energie und Energieverbrauch. Ein wichtiger Anteil des Energieverbrauches 
stellt neben der Bildung von ATP zur Aufrechterhaltung der Körperfunktionen insbesondere 
die zitterfreie Generierung von Wärme in Mitochondrien-reichem braunem Fettgewebe dar 
(Klingenspor et al., 2012; Flachs et al., 2013). Da Vorversuche einen signifikanten Anstieg der 
Körpertemperatur in weiblichen BKL1/L1-Tieren nach HFD-Fütterung zeigen konnten und auch 
in männlichen Mäusen eine ähnliche Tendenz zu erkennen war (unpublizierte Daten von 
Anette Schürmann, Potsdam-Rehbrücke), sollten im Rahmen dieser Arbeit potentielle BK-
abhängige Veränderungen hinsichtlich der Morphologie und Funktion von BAT untersucht 
werden. Basierend auf diesen Befunden wurden 8-µm Gefrierschnitte aus BAT nach HFD-
Fütterung angefertigt um morphologische Untersuchungen zu ermöglichen. HE-Färbung 
repräsentativer Schnitte offenbarten eine deutliche Hypertrophie des BAT in BK+/+-Tieren nach 
HFD-Fütterung, welche in BKL1/L1-Mäusen nicht zu sehen war (s Abb. 4.6a, linke Spalte). Die 
Anfärbung der Zellkerne mittels Hoechst® ermöglichte eine Visualisierung der Zellkerndichte, 
welche in BKL1/L1 bei mikroskopischer Betrachtung deutlich höher ausgeprägt zu sein scheint 
(s. Abb. 4.6a, rechte Spalte). Dieser Befund konnte durch Quantifizierung der Zellkerndichte 
mittels FIJI-Software (s. Kapitel 3.5.4) bestätigt werden. So zeigt sich in braunem Fettgewebe 
von BK-Kanal-defizienten Tieren eine hochsignifikant höhere Anzahl an Zellkernen pro Fläche 
(s. Abb. 4.6b). Die Gefrierschnitte wurden ebenso wie die Färbungen in Zusammenarbeit mit 
Tanja Burke im Rahmen einer Masterarbeit durchgeführt. Die Quantifizierung erfolgte 
basierend auf diesen Daten mittels FIJI-Software zu einem späteren Zeitpunkt. 
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Abb. 4.6: Einfluss von BK-Kanälen auf BAT-Morphologie und Ucp1-Expression in iWAT nach 
HFD-Fütterung 
(A) Repräsentative Darstellung von Hämatoxylin & Eosin (HE)-gefärbten 8 µm starken Gefrierschnitten 
aus braunem Fettgewebe (BAT) von BK-Kanal-defizienten (BKL1/L1) und Wildtyp-Tieren (BK+/+) nach 
Hochfettdiät-Fütterung (HFD) (linke Spalte) zeigt eine verminderte Hypertrophie der BKL1/L1 BAT-Zellen. 
Zellkerne sind dunkelviolett gefärbt, Zellmembranen pink dargestellt. In der rechten Spalte sind 
repräsentative Ausschnitte aus Hoechst®-gefärbten Gefrierschnitten zur Visualisierung der 
Zellkerndichte dargestellt. Die BKL1/L1-Gewebe weisen hierbei eine deutlich höhere Anzahl an Zellkernen 
pro Fläche auf. (B) Die Quantifizierung der Zellkerndichte, von jeweils 4-8 Gewebe-Aufnahmen pro Tier 
aus BK+/+- (n=7) und BKL1/L1-Mäusen (n=4) mittels FIJI-Software, zeigt eine hochsignifikant höhere 
Zellkerndichte in BKL1/L1- im Vergleich zu BK+/+-Schnitten. (C) Western Blot Analyse des Uncoupling 
Protein 1 (Ucp1) in Leistenfett (iWAT) zeigt stärkere Ucp1-Proteinexpression in BKL1/L1 nach HFD-
Fütterung. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) dient als Ladungskontrolle. (D) Die 
Quantifizierung der Ucp1-Proteinexpression, normalisiert auf GAPDH, ist in BKL1/L1 (n=6) gegenüber der 
Wildtypkontrolle (n=6) um ca. 400% signifikant erhöht. Die HE- und Hoechst®-Färbungen wurden in 
Zusammenarbeit mit Tanja Burke im Rahmen einer Masterarbeit angefertigt. (A) Maßstabsbalken 
entsprechen 100 µm. (B, D) BK+/+ ist in blau dargestellt, BKL1/L1 in rot. Abbildungen zeigen Mittelwerte ± 
Standardfehler (SEM). * p < 0,05, *** p < 0,001. 
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4.1.6 Vermehrte Expression von Ucp1 in iWAT nach CD hat keinen 
Effekt auf die Körperkerntemperatur von BKL1/L1-Mäusen 
Die Fähigkeit des BAT, zitterfreie Thermogenese zu betreiben, wird in hohem Maße vom 
Uncoupling Protein 1 (Ucp1) beeinflusst. Dieses ist in der Lage, die Atmungskette in 
Mitochondrien zu entkoppeln und die Generierung von Wärme an Stelle von ATP zu mediieren. 
Neben seiner klassischen Expression in braunem Fettgewebe kann Ucp1 auch in 
sogenanntem beigem Fettgewebe exprimiert werden, einem Intermediärtyp aus weißem und 
braunem Fettgewebe, welcher Eigenschaften beider Fettzelltypen in sich vereint. Das Maß an 
braunen Fettzellen innerhalb eines eigentlich weißen Fettdepots (Browning) kann durch die 
Expressionsanalyse von Ucp1 bestimmt werden. Ucp1 kann dementsprechend als Marker-
Protein für die Funktionalität von braunem Fettgewebe hinsichtlich zitterfreier Thermogenese 
sowie als Marker für das Browning von weißem Fettgewebe herangezogen werden. Die 
Untersuchung der Ucp1-Expression in iWAT globaler BK-Tiere nach CD-Fütterung mittels 
Western Blot ergab Hinweise auf eine deutlich erhöhte Expression von Ucp1 in iWAT von 
BKL1/L1-Tieren gegenüber Wildtyp-Kontrollen (s. Abb. 4.6c). GAPDH diente als 
Ladungskontrolle und zur Normierung der Ucp1-Spiegel. Die Quantifizierung der im Western 
Blot ermittelten Ucp1-Expression konnte die zuvor erhobenen Befunde bestätigen. 
Normalisiert auf GAPDH ist die auf den Wildtyp bezogene, prozentuale Expression von Ucp1 
in BKL1/L1-iWAT annähernd 4-fach erhöht und unterscheidet sich somit hochsignifikant von der 
Ucp1-Expression in Kontrollgeweben (s. Abb. 4.6d). 
Auf Grund dieser Befunde, sowie der Voruntersuchungen von A. Schürmann (Deutsches 
Institut für Ernährungsforschung, Potsdam-Rehbrücke), wurden mittels telemetrischer 
Messung sowohl die Körpertemperatur als auch die lokomotorische Aktivität von BK-Tieren 
nach CD- oder HFD-Fütterung untersucht (s. Kapitel 3.4.3). Die Tiere durchliefen hierbei ihren 
gewohnten 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus. Das 24-Stunden Profil der 
Körperkerntemperatur zeigt für diese Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den beiden Genotypen auf (s. Suppl. Abb. 4a). Auch die mittlere Körpertemperatur 
während der Nacht, des Tages sowie das Gesamtmittel über 24 Stunden unterscheiden sich 
nicht (s. Suppl. Abb. 4b). Bei der Erfassung der lokomotorischen Aktivität konnte ebenfalls kein 
signifikanter Unterschied im Tagesverlauf (s. Suppl. Abb. 4c) oder den gemittelten Hell- oder 
Dunkelphasen erfasst werden (s. Suppl. Abb. 4d). Diese Ergebnisse decken sich weitgehend 
mit den Untersuchungen der Körpertemperatur und Aktivität nach HFD. Auch hier verlaufen 
die Temperaturkurven der BK+/+- sowie der BKL1/L1-Mäuse im Tagesverlauf nahezu identisch 
(s. Suppl. Abb. 4e), wodurch sich auch im Tagesmittel, sowie im Mittel über die Dunkelphase 
oder das 24-Stunden-Intervall keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen 
ergeben (s. Suppl. Abb. 4f). Auch die Aktivität der Tiere nach Hochfettdiät unterscheidet sich 
weder im 24-Stunden Profil (s. Suppl. Abb. 4g), noch in den über die aktive Phase oder 
Ruhephase der Tiere gemittelten Werten (s. Suppl. Abb. 4h). 
Untersuchungen in Zusammenarbeit mit Tanja Burke im Rahmen einer Masterarbeit, 
bestärken die hier erhobenen Befunde insofern, dass die in der Masterarbeit durchgeführten 
Messungen der Rektaltemperatur im Alter von 10 Wochen ebenfalls keine Unterschiede 
zwischen BK-Kanal-defizienten Tieren und ihren Wildtyp-Kontrollen aufzeigten. 
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Deletion des BK-Kanals zwar vor einer 
massiven Hypertrophie des braunen Fettgewebes schützt und auch ein verstärktes Browning 
von iWAT nach CD-Fütterung induzieren kann, die global BK-Kanal-defizienten Tiere nach 
Kontrolldiät- oder Hochfettdiät-Fütterung aber dennoch keine messbar erhöhte 
Körpertemperatur im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen aufweisen. 
4.1.7 Primärkulturen verschiedener Fettgewebe 
Vorausgegangene Untersuchungen legen nahe, dass neben den bereits gezeigten Effekten 
von neuronalen BK-Kanälen (Beisan Mohammad, unveröffentlichte Dissertation, Universität 
Tübingen, 2014) auch periphere Effekte des BK-Kanals zum schlanken Phänotyp der global 
BK-Kanal-defizienten Tiere beitragen.  
Die bisherigen Befunde dieser Arbeit unterstützen diese Vermutung, da sowohl hinsichtlich 
der Fettmassen und Körperstrukturanalyse (s. Abb. 4.3e-h), als auch in Bezug auf Morphologie 
und Funktionalität verschiedener Fettdepots (s. Abb. 4.3e-h + Abb. 4.6a-b) klare Unterschiede 
zwischen Wildtyp und BK-Kanal-defizienten Tieren in vivo aufgezeigt werden konnten. 
Ausgehend von diesen Befunden, sollten im Folgenden weitere Untersuchungen 
insbesondere zur Reifung und Proliferation von Präadipozyten und Fettzellen aus 
verschiedenen Fettdepots in vitro durchgeführt werden. Ziel dieser Versuche war es, die 
möglicherweise BK-Kanal-abhängigen Reifungs- oder Wachstumsdefekte in Fettzellen direkt 
zu betrachten. In dem hier verwendeten Präadipozyten-Modell ist ein Einfluss nicht-
adipozytärer BK-Kanäle, beispielsweise über neuronale, metabolische oder endokrine 
Signalwege, auf die Fettzellfunktion unwahrscheinlich. 
4.1.7.1 BK-Kanal-Ablation führt zu einer erhöhten Zahl an reifen Fettzellen in 
epididymalen WAT-Kulturen 
Um die Rolle der BK-Kanäle hinsichtlich Reifung und/oder Wachstum untersuchen zu können, 
wurden zunächst Primärkulturen mit epididymalen Präadipozyten angelegt. Nach Isolation der 
Zellen (s. Kapitel 3.5.8.2) folgte eine circa 14-tägige Differenzierungs- und Reifungsphase, 
während derer geeignete Induktionsmedien die Differenzierung der Präadipozyten zu 
Fettzellen auslösten (s. Kapitel 3.5.8.3). Durch Zugabe eines adäquaten Reifungsmediums 
konnten diese im Folgenden schließlich zu Lipid-gefüllten-Adipozyten ausreifen (s. Kapitel 
3.5.8.3). Um eine Visualisierung und anschließende Quantifizierung der Fettzellen zu 
ermöglichen wurden die Kulturen nach 14-tägiger Kultivierung mittels Ölrot angefärbt (s. 
Kapitel 3.5.8.4). 
Lichtmikroskopische Aufnahmen repräsentativer Kulturen zeigen unerwarteter Weise eine 
deutlich erhöhte Bildung von reifen Adipozyten in BKL1/L1 -Kulturen in vitro (s. Abb. 4.7a). Auch 
Übersichtsaufnahmen der gesamten Kulturgefäße bestätigen diese deutliche Ölrot-Färbung 
der BKL1/L1-Kulturen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen (s. Abb. 4.7b). In den 
Negativkontrollen, bei welchen keine Induktion der Fettzelldifferenzierung erfolgte, zeigten 
sich erwartungsgemäß bei keinem der beiden Genotypen Lipid-gefüllten Fettzellen, was die 
Funktionalität des Differenzierungsprotokolls bestätigt (s. Abb. 4.7a-c). Die darauf folgende 
Quantifizierung des in die Fettzellen eingeschlossenen Ölrot durch Elution mit Isopropanol und 
anschließender photometrischer Vermessung bei einer Wellenlänge von 518nm (s. Kapitel 
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3.5.8.4) konnte die mikroskopisch erhobenen Befunde bestätigen. Die Absorptionswerte der 
BKL1/L1-Ölrot-Proben waren nach Induktion signifikant höher als die Werte der entsprechenden 
Wildtypproben (s. Abb. 4.7c). Auf Impedanz-Messungen basierende Echtzeit-Untersuchungen 
zum Wachstum der Vorläuferzellen im xCELLigence-System (s. Kapitel 3.5.9) deuten darauf 
hin, dass BK-Kanal-defiziente Zellen, unabhängig von der ausgebrachten Ausgangszellzahl 
pro Messkammer, ein deutlich stärkeres Wachstum aufweisen, als die parallel untersuchten 
Wildtyp-Zellen (s. Abb. 4.7d). Ebenso wie die genetische Deletion des Kanals führte auch 
seine pharmakologische Blockade durch Zugabe von Paxillin (Endkonzentration 1 µM) in vitro 
zu einem verstärkten Wachstum der Zellen im Vergleich zu unbehandelten Fettzellkulturen. 
Es bleibt unklar, ob es sich bei den beobachteten Unterschieden um verstärkte Proliferation 
oder ein vermehrtes Wachstum der Zellen im Sinne einer Hypertrophie handelt. Das 
xCELLigence-System den Widerstand der gold-beschichteten Bodenplatte, was lediglich das 
Ausmaß des adhärenten Bewuchses der Platten mit Zellen detektiert. Aussagen zur Zellzahl, 
sowie der Qualität oder Zusammensetzung dieses Bewuchses sind daher mit diesem System 
nur mit Einschränkungen möglich. 
Zur genaueren Charakterisierung der eWAT-Kulturen wurden aus diesem Grund auch qRT-
PCR-basierte mRNA-Expressionsanalysen bestimmter Differenzierungs- und 
Proliferationsmarker sowohl unmittelbar vor (Tag 4-5), als auch nach der Induktion der 
Zelldifferenzierung und anschließender Reifung der Fettzellen (Tag 14) durchgeführt. 
Die Untersuchung der mRNA-Expression des Präadipozyten-Markers Pref1 ergibt keinen 
Hinweis auf eine veränderte Differenzierung der Fettvorläuferzellen in Abhängigkeit von der 
BK-Kanal-Expression. Sowohl vor, als auch nach der Induktion der Fettzellreifung sind 
keinerlei signifikante Unterschiede der Pref1-Expression zwischen den beiden Genotypen 
festzustellen (s. Abb. 4.7f). Der fast vollständige Rückgang der Pref1-mRNA-Expression in den 
BK+/+- und BKL1/L1-Proben nach Induktion des adipozytären Reifungsprozesses bestätigt dabei 
die hohe Effektivität des hier verwendeten Differenzierungsprotokolls, da offensichtlich 
annähernd alle Fettvorläuferzellen in Adipozyten umgewandelt werden konnten (s. Abb. 4.7f). 
Der starke Anstieg von Leptin-mRNA ist, analog zur Abnahme an Pref1, als Indikator der guten 
Differenzierung und Reifung der Kulturen zu werten, da nur reife Adipozyten in der Lage sind 
Leptin zu bilden. Auch die Analyse der Leptin-Expression ergab keine Unterschiede zwischen 
den Genotypen, was möglicherweise durch die sehr starke Varianz der Leptin-mRNA-Level in 
den stimulierten Proben bedingt ist (s. Abb. 4.7g). Neben Reifungsmarkern wurde auch die 
Expression des BK-Kanals in Vorläuferzellen, wie auch in reifen Fettzellen untersucht. Bereits 
in Präadipozyten (vor Induktion) war die Expression der BK-mRNA in den BK+/+-Kulturen im 
Vergleich zu BK-Kanal-defizienten Zellen hochsignifikant erhöht. Das dennoch detektierbare 
mRNA-Signal in BK-Kanal-defizienten Kulturen ist vermutlich auf Fluoreszenzbildung in 
unspezifischen PCR-Randprodukten zurückzuführen, da auch in Kontrollproben ohne cDNA 
(sogenannte -RT Proben), eine Fluoreszenzentwicklung in annähernd identischem Umfang 
festzustellen war (s. Suppl. Abb. 5a). 
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Abb. 4.7: Untersuchung zur Reifung und Fettakkumulation von Präadipozyten-Kulturen aus 
eWAT 
(A) Lichtmikroskopische Aufnahmen von Ölrot-gefärbten, repräsentativen Ausschnitten einer 
ausgereiften Präadipozyten-Kultur aus epididymalem Fett (eWAT) zeigen nach 14-tägiger 
Fettzellreifung in vitro eine vermehrte Anzahl an reifen, Ölrot-positiven Adipozyten. Die Anzahl der Ölrot-
gefärbten Zellen war in BK-defizienten Fettvorläuferzellen (BKL1/L1) verglichen mit Wildtypzellen (BK+/+) 
erhöht. Negativkontrollen (nicht ind.), ohne Induktion der Fettzellreifung, zeigen keine Ölrot-gefärbten 
reifen Fettzellen. (B) Übersichtsaufnahmen der Kulturgefäße zeigen ebenfalls eine vermehrte Ölrot-
Färbung der BKL1/L1 Zellkultur-Platten. (C) Photometrische Bestimmung des Ölrot-Gehaltes bei 518nm. 
Die Absorptionswerte der Proben waren nach Elution aus den differenzierten BKL1/L1-Zellkulturen (in rot 
dargestellt, n=4) signifikant erhöht gegenüber BK+/+-Proben (in blau dargestellt, n=4). (D) Die Echtzeit-
Analyse des Zellindexes mittels Impedanz-Analyse zeigt, für unterschiedliche Zellzahlen, ein verstärktes 
Wachstum der BKL1/L1 Zellen gegenüber den WT-Zellen in vitro. (E) Die pharmakologische Blockade 
des BK-Kanals durch die Zugabe von Paxillin (1 µM Endkonzentration, schwarz) führte ebenfalls zu 
einem verstärkten Wachstum gegenüber unbehandelten Wildtypzellen (blau). (F-H) Analyse 
verschiedener messenger RNA-Expressionen (mRNA) mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR), 
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normiert auf β-Aktin, vor Induktion (Tag 4-5) der Fettzellreifung (offene Balken) sowie an Tag 14 der 
Kultur (ausgefüllte Balken). BK+/+ ist in blau dargestellt, BKL1/L1 in rot. Die mRNA-Expression des 
Präadipozyten-Faktor 1 (Pref1) nimmt nach Induktion der Fettzellreifung in beiden Genotypen signifikant 
ab (F), während die Expression von Leptin nach Induktion der Fettzellreifung klar erhöht ist (G). Die BK-
Kanal-Expression in BK+/+-Zellen ist sowohl vor Induktion, als auch in reifen Adipozyten-Kulturen 
gegenüber BKL1/L1-Proben signifikant erhöht (vor Induktion: BK+/+ n=5, BKL1/L1 n=5; nach Induktion: BK+/+ 
n= 6, BKL1/L1 n= 5). (A) Maßstabsbalken entspricht 100 µm. (C, F-H) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± 
Standardfehler (SEM). */# p < 0,05, *** p < 0,001. 
Außerdem ergab die BK-Expressionsanalyse, dass die mRNA-Level des BK-Kanals in reifen 
Adipozyten etwas stärker ausgeprägt zu sein scheinen, als in Fettvorläuferzellen. Diese 
Tendenz erreichte jedoch auf Grund der hohen Varianz nicht das Signifikanzniveau (Abb. 7h). 
Untersuchungen zur BK-Kanal Protein-Expression mittels Western Blot Analyse, welche in der 
Arbeitsgruppe von Prof. Mike Shipston (Zentrum für integrative Physiologie, Universität 
Edinburgh) durchgeführt wurden, zeigen neben einer erhöhten Expression des Glucose-
Transporters 4 (GLUT4) insbesondere auch eine deutliche Zunahme der BK-Kanal Expression 
in Adipozyten im Vergleich zu Präadipozyten (s. Suppl. Abb. 5b), was in Einklang mit den hier 
erhobenen mRNA-Befunden steht. Die Gruppe um Mike Shipston konnte im Rahmen dieser 
Kollaboration außerdem zeigen, dass die BK-Kanal assoziierten Ionenströme in Adipozyten 
im Verglich zu Fettvorläuferzellen deutlich stärker ausgeprägt sind (s. Suppl. Abb. 5c), was 
ebenfalls einen Anstieg der Anzahl membranständiger BK-Kanäle in reifen Fettzellen 
impliziert. 
Die zuvor beobachtete vermehrte Bildung reifer Fettzellen in BKL1/L1-Kulturen in vitro (s. Abb. 
4.7a-c) war auf Grund des schlanken Phänotyps (s. Abb. 4.3a+c) und insbesondere der 
signifikant geringeren Fettakkumulation dieser Tiere (s. Abb. 4.3e+f) eher überraschend. 
Folgende Erklärungsansätze für diese zunächst kontrovers erscheinenden Befunde sind 
daher plausibel: Zum einen könnte die vermehrte Fettakkumulation (s. Abb. 4.3e+f) in 
Wildtyptieren in vivo durch eine massive Hypertrophie, und nicht durch eine Hyperplasie an 
Fettzellen bedingt sein. Darüber hinaus implizieren die in vitro beobachteten Effekte 
bezügliche Zellzahl (s. Abb. 4.7d+e) und Ölrot-Akkumulation (s. Abb. 4.7a-c) in den BKL1/L1-
Kulturen nicht unbedingt eine vermehrte Bildung von weißen Fettzellen, sondern sind 
möglicherweise viel mehr ein Indikator für ein vermehrtes Browning, also einer vermehrten 
Ausbildung brauner Fettzellen innerhalb des eigentlich weißen Fettdepots. 
Um insbesondere diese letzte Hypothese zu überprüfen wurde eine Reihe von Browning-
Markern und anderer Fettzell-Marker mit Hilfe von qRT-PCR basierter mRNA-
Expressionsanalyse untersucht. Weder die Expression von Ucp1, einem klassischen braunen 
Fettzellmarker, noch die Expression von Prdm16, einem Protein welches als Transkriptions-
Coregulator die Bildung von braunen Fettzellen mediiert, wies hierbei signifikante 
Unterschiede zwischen den Genotypen auf. Auch der Peroxisom-Proliferator aktivierte 
Rezeptor  (PPAR), welcher als nukleärer Rezeptor die Speicherung von Fettsäuren in 
Fettzellen sowie den Glucose-Metabolismus reguliert, sowie der PPAR-Coaktivator 1 
(PGC1), scheinen nicht in Abhängigkeit von der BK-Kanal Expression moduliert zu werden 
(s. Suppl. Abb. 5d). In reifen Fettzellen ist jedoch die mRNA-Expression des Adipozyten-
Differenzierungs- und Determinierungsfaktor 1 (ADD1) in BKL1/L1-Kulturen hochsignifikant 
erhöht. ADD1 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher in vivo vor allem in braunen Fettzellen 
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exprimiert wird und auch bei der Determinierung und Differenzierung von braunen Fettzellen 
in vitro eine wichtige Rolle spielt (Tontonoz et al., 1993). Des Weiteren zeigte sich auch die 
Expression von Adiponektin (APN), einem Hormon welches von reifen Fettzellen sezerniert 
wird und in die Regulation des Glucose-Metabolismus sowie den Abbau von Fettsäuren 
involviert ist (Diez and Iglesias, 2003; Nedvidkova et al., 2005), in BKL1/L1-Kulturen signifikant 
erhöht gegenüber Wildtyp-Zellen. Die erhöhte APN-Expression ist vermutlich auf die 
vermehrte Bildung reifer Adipozyten, und damit einer höheren Anzahl an potentiell Hormon-
sezernierenden Zellen, zurückzuführen (s. Suppl. Abb. 5d). 
Die Untersuchungen an Präadipozyten-Kulturen aus eWAT hinsichtlich Differenzierung, 
Reifung und Wachstum ergaben zusammengenommen eine signifikant erhöhte Anzahl an 
reifen BKL1/L1-Fettzellen in vitro. Ob dieser kontrovers erscheinende Effekt durch ein 
vermehrtes Browning der Kulturen oder tatsächliche Unterschiede in der Menge weißer 
Fettzellen bedingt ist, bedarf jedoch noch weiterer Untersuchungen. 
4.1.7.2 Wachstum und Reifung von iWAT-Präadipozytenkulturen werden nicht 
von BK-Kanälen beeinflusst 
In einem alternativen Präadipozyten-Kulturmodell wurden Fettvorläuferzellen aus dem iWAT 
von BK+/+- und BKL1/L1-Mäusen untersucht. Dieses Fettdepot stellt ein potentes Gewebe zur 
Generierung von Primärkulturen dar, da es sich gegenüber eWAT durch eine besonders hohe 
Effizienz hinsichtlich der Ausbeute an adulten Fettzellen nach Differenzierung aber auch durch 
eine deutliche gesteigerte Induzierbarkeit des Brownings, die sogenannte Browning-Kapazität, 
beispielsweise nach Zugabe cyclischer Nukleotide auszeichnet (Pfeifer et al., 2013). 
Die Differenzierung und Reifung der aus Leistenfett gewonnenen Präadipozyten-Kulturen 
erfolgte wie in Kapitel 3.5.8 beschrieben. Nach 13-tägigiger Kultivierung wurden die Zellen 
fixiert und die inkorporierten Triglyceride mittels Ölrot angefärbt. Repräsentative 
lichtmikroskopische Aufnahmen der gefärbten Kulturen (hier beispielhaft an Tag 13) zeigten 
generell eine deutlich stärker ausgeprägte Differenzierungseffizienz der Präadipozyten aus 
iWAT gegenüber eWAT-Kulturen. Dies wird bereits durch die hohe Dichte an rotgefärbten, 
reifen und lipidgefüllter Adipozyten in BK+/+-Kulturen aus Leistenfett deutlich. Die Fettzelldichte 
in BKL1/L1-Kulturen scheint gegenüber Wildtypzellen nach Induktion leicht erhöht, die Fettzellen 
selbst erscheinen jedoch weniger lipidgefüllt (Abb. 8a). Auch Übersichtsaufnahmen der 
Zellkulturgefäße zeigen eine deutliche Rotfärbung beider Genotypen nach Induktion der 
Kulturen, wohingegen in nicht behandelten Negativkontrollen kaum Fettzellen nachweisbar 
sind (Abb. 8b). Die Quantifizierung des inkorporierten Ölrot (s. Kapitel 3.5.8.4) ergab keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen. Allerdings ist eine tendenziell leicht 
erhöhte Ölrot-Quantität in BKL1/L1-Zellen zu verzeichnen. Auf Grund der recht ausgeprägten 
Variabilität der einzelnen Kulturen ist jedoch weder hinsichtlich der direkten Absorption (Abb. 
8c) noch in Bezug auf den relativen, auf Wildtyp-Zellen normalisierten, Ölrotgehalt (s. Suppl. 
Abb. 5g) ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen zu verzeichnen. 
Wie in der Literatur beschrieben (Haas et al., 2009; Mitschke et al., 2013; Pfeifer et al., 2013), 
führte die Behandlung der iWAT Zellen mit 8Br-cGMP (Endkonzentration 100 µM), einem 
gegenüber hydrolytischem Abbau durch Phosphodiesterasen stabilen und zellpermeablen 
cGMP-Analogon, zu einer Steigerung der Anzahl lipidgefüllter BK+/+-Fettzellen, sowie zu einer 
Ergebnisse 
124 
vermehrten Farbstoff-Inkorporation nach 13-tägiger Kultivierung. In den BK-Kanal-defizienten 
Kulturen war eine ähnliche, wenn auch deutlich schwächer ausgeprägte Effekte zu erkennen 
(s. Suppl. Abb. 5e). Übersichtsaufnahmen der Kulturgefäße konnten diese Befunde weiter 
untermauern. So konnte durch die Zugabe von 8-Br-cGMP in Wildtyp-Kulturen, wie auch in 
der Literatur beschrieben (Mitschke et al., 2013), eine vermehrte Farbstoffinkorporation in 
Fettzellen nach Ölrot-Färbung sichtbar gemacht werden (s. Abb. 4.8b und Suppl. Abb. 5f). Der 
relative Anstieg der jeweiligen Ölrot-Absorptionswerte von BK+/+- und BKL1/L1-Zellen nach 8-Br-
cGMP Exposition war dabei annähernd identisch. Dass dieser cGMP-Effekt in BKL1/L1-Zellen 
im Gegensatz zu den Wildtyp-Kulturen nicht signifikant ist, ist möglicherweise auf die hohen 
Varianzen zwischen den einzelnen Kulturansätzen zurückgeführt werden. Außerdem ist in 
BKL1/L1-Kulturen bereits ohne cyclische Nukleotide eine sehr hohe Dichte an Fettzellen zu 
verzeichnen (s. Abb. 4.8b, linke Spalte), so dass fraglich ist ob sich die Menge an Fettzellen 
durch 8-Br-cGMP-Gabe noch wesentlich weiter erhöhen kann oder stattdessen bereits eine 
Sättigung der Kulturgefäße vorliegt.  
Zusammengefasst scheinen die durch 8-Br-cGMP erzielten Differenzierungs- und 
Reifungseffekte der iWAT-Präadipozytenkulturen nicht von der BK-Kanal-Expression 
abhängig zu sein. Vielmehr lassen die Daten zur 8-Br-cGMP-abhängigen Fettzellreifung 
vermuten, dass der BK-Kanal, welcher eine gut charakterisierte Zielstruktur des cGMP-
Signalweges in zahlreichen Zelltypen darstellt (Alioua et al., 1995; Alioua et al., 1998; Schubert 
and Nelson, 2001; Cui et al., 2009), cGMP-unabhängige Effekte auf das Browning bzw. eine 
vermehrte Adipogenese der iWAT-Kulturen hat. 
 
Abb. 4.8: Untersuchung zur Reifung und Fettakkumulation von Präadipozyten-Kulturen aus 
iWAT 
(A) Lichtmikroskopische Aufnahmen von Ölrot-gefärbten, repräsentativen Ausschnitten einer 
ausgereiften Präadipozyten-Kultur aus Leistenfett (iWAT) zeigen nach 14-tägiger Fettzellreifung in vitro, 
eine tendenziell leicht vermehrte Anzahl an reifen Adipozyten in Kulturen aus BK-defizienten 
Fettvorläuferzellen (BKL1/L1) verglichen mit Wildtypzellen (BK+/+). Negativkontrollen (nicht ind.), ohne 
Induktion der Fettzellreifung, zeigen keine Ölrot-gefärbten reifen Fettzellen. (B) Übersichtsaufnahmen 
der Kulturgefäße zeigen ebenfalls eine stärkere Rotfärbung der BKL1/L1 Zellkultur-Platten nach Ölrot-
Färbung. (C) Photometrische Bestimmung des Ölrot-Gehaltes nach Elution bei 518nm. Nach 8-Br-
cGMP Behandlung ist kein signifikanter Unterschied in der Ölrot-Akkumulation zwischen BKL1/L1- (n=7) 
und BK+/+-Kulturen (n=8) erkennbar. (A) Maßstabsbalken entspricht 100 µm. (C) Abbildung zeigt 
Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). 
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4.1.7.3 Einfluss der cyclischen Nukleotid-Analoga 8-Br-cGMP und Sp-cAMPS 
auf das Wachstum und die Reifung von Präadipozyten aus BAT 
Bisherige Befunde legen die Vermutung nahe, dass die globale Deletion des BK Kanals 
Einfluss auf das Browning von Leistenfett in vivo zu haben scheint (s. Abb. 4.6c-d). Darüber 
hinaus scheint der BK-Kanal Knockout braunes Fettgewebe offensichtlich auch direkt vor einer 
übermäßigen Hypertrophie zu schützen (s. Abb. 4.6a+b). Um die zellulären Mechanismen, 
welche diesen Befunden zu Grunde liegenden, näher untersuchen zu können wurden im 
Rahmen dieser Arbeit auch BAT-Präadipozyten-Kulturen angelegt. 
Da die mesenchymalen Stammzellen, welche als Vorläuferzellen des BAT fungieren, bereits 
wenige Tage nach der Geburt ihre spontane Differenzierungsfähigkeit einbüßen, wurden die 
BAT-Präadipozyten-Kulturen aus interscapularem braunem Fettgewebe von neugeborenen 
Tieren an Tag 0 bis Tag 2 nach der Geburt (p0-p2) angelegt. Im Gegensatz zu anderen 
Versuchen wurden hierbei die Gewebe männlicher und weiblicher Tiere genutzt und 
zusammengeführt. Außerdem war es aus technischen Gründen nicht möglich, BAT-
Präadipozyten-Kulturen mit einer genetisch bedingt BK-Kanal-Defizienz zu generieren (s. 
Kapitel 3.5.8.1 für weitere Details). Aus diesem Grund in allen Experimenten Paxillin, in einer 
Endkonzentration von 4 µM, als pharmakologischer BK-Kanal-Blocker eingesetzt. 
Während der 8-tägigen Kultivierungsdauer der BAT-Kulturen erfolgte alle 48 Stunden ein 
Mediumwechsel mit BAT-MSC-CM. Im Gegensatz zu weißen Fettvorläuferzellen können 
mesenchymale Stammzellen spontan zu braunen Fettzellen differenzieren und benötigen 
hierfür keine spezielle Stimulation durch ein Induktionsmedium. Nach 8 Tagen konnten die 
lipidgefüllten Fettzellen fixiert und mittels Ölrot angefärbt werden (s. Kapitel 3.5.8.4).  
Die Blockade des BK-Kanals durch Zugabe von Paxillin führte in vitro zu einer Zunahme an 
adulten Fettzellen zum Ende der Kultivierungszeit (s. Abb. 4.9a, linke Spalte). Dies spiegelt 
sich auch in einer signifikanten Erhöhung des relativen Ölrot-Gehaltes wieder (118,7 ± 11,2%), 
welcher mit Hilfe photometrischer Bestimmung ermittelt wurde (s. Kapitel 3.5.8.4) (s. Abb. 
4.9b). 
Die cyclischen Nukleotide cAMP und cGMP stimulieren bekanntlich sowohl die 
Zelldifferenzierung von Präadipozyten, als auch die Fettzellreifung und resultiert somit in einer 
erhöhten Menge an adulten braunen Fettzellen (Ayala et al., 2007; Colombo et al., 2013; 
Mitschke et al., 2013; Pfeifer et al., 2013; Kim et al., 2014). Die Zugabe des zellpermeablen 
und stabilen cGMP-Analogons, 8-Br-cGMP (Endkonzentration 100 µM), führte auch in den 
hier untersuchten BAT-Kulturen zu einer massiven Zunahme an reifen Fettzellen (s. Abb. 4.9a) 
und damit einhergehend zu einer hochsignifikanten Steigerung der Ölrot-Absorptionswerte um 
mehr als 50 % (155,2 ± 10,8 %) (s. Abb. 4.9b). Auch die Supplementierung des BAT-MSC-
Kulturmediums mit Sp-cAMPS, einem Membran-permeablen und gegenüber 
Phosphodiesterasen stabileren cAMP-Analogon, konnte die Generierung reifer Fettzellen im 
Vergleich zu BAT-MSC-CM massiv steigern (s. Abb. 4.9a) und resultierte in einem ebenfalls 
hochsignifikanten Anstieg der Triglyceridkonzentration, gemessen am Ölrotgehalt. Die 
Steigerung betrug hierbei knapp 50% (149,1 ± 11,2 %) (Abb. 9b). Die Co-Stimulation der Zellen 
mit Paxillin und 8-Br-cGMP führte zu synergistischen Effekten. D.h. einerseits zu einer noch 
stärker ausgeprägten Generierung reifer Adipozyten (Abb. 9a), sowie daraus resultierend auch 
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zu einer hochsignifikanten nahezu Verdopplung des Fettgehaltes der entsprechenden 
Kulturen (193,4 ± 21,9%) (s. Abb. 4.9b). 
Sowohl die pharmakologische Blockade des BK-Kanals, als auch die Behandlung der BAT-
Präadipozyten mit cyclischen Nukleotid-Analoga resultierten in einer signifikanten Steigerung 
der Differenzierung und/oder Fettzellreifung in vitro. Dabei zeigten sich synergistische Effekte 
der BK-Kanal-Hemmung durch Paxillin und den cAMP/cGMP-Analoga, d.h. es war eine 
weitere Steigerung der Ölrot-Absorptionswerte erkennbar. Dieser scheint über ein rein 
additives Maß hinaus zu gehen. Die gleichzeitige BK-Kanal-Blockade und Aktivierung von 
cAMP/cGMP-Signalwegen scheint demnach die BAT-Präadipozyten-Reifung 
bzw. -Differenzierung zu begünstigen. 
Bei beiden cyclischen Nukleotiden führt die gleichzeitige Blockade des BK-Kanals durch 
Paxillin außerdem zu einer Steigerung des Fettgehaltes der reifen Kultur, gemessen an der 
Ölrot-Konzentration, der über rein additive Effekte hinaus zu gehen scheint. Vielmehr scheinen 
hier synergistische Prozesse abzulaufen, welche durch gleichzeitige BK-Kanal-Blockade und 
Aktivierung von cAMP/cGMP-Signalwegen begünstigt werden. 
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Abb. 4.9: Untersuchung zur Reifung und Fettakkumulation von Präadipozyten-Kulturen aus 
braunem Fettgewebe 
(A) Lichtmikroskopische Aufnahmen von Ölrot-gefärbten, repräsentativen Ausschnitten einer 
ausgereiften Präadipozyten-Kultur aus BAT von Wildtyp-Tieren (BK+/+) zeigen in vitro nach 8-tägiger 
Fettzellreifung in BAT-MSC-CM (Kulturmedium für BAT-Kulturen aus mesenchymalen Vorläuferzellen) 
ausgereift braune Fettzellen. Die pharmakologische Blockade des BK-Kanals durch Paxillin (4 µM 
Endkonzentration) führt zu einer vermehrten Reifung von Vorläuferzellen zu adulten Fettzellen (erste 
Spalte). Die Zugabe von 8-Br-cGMP (100 µM Endkonzentration) sorgt nach 8-tägiger Inkubation sowohl 
in An- als auch in Abwesenheit von Paxillin für einen Anstieg der Fettzellreifung (zweite Spalte). Ebenso 
führt das cAMP-Analogon Sp-cAMPS (Endkonzentration 100 µM) zu einer vermehrten Entstehung von 
adulten, lipidgefüllten Fettzellen (dritte Spalte). Die Negativkontrolle ohne BAT-MSC-Kulturmedium 
weist kaum reife Fettzellen auf (vierte Spalte). (B) Photometrische Bestimmung des Ölrot-
Absorptionswertes bei 518nm zeigt eine signifikant erhöhte Ölrot-Inkorporation in Paxillin-behandelten 
Kulturen (schwarz, n=8) gegenüber unbehandelten BK+/+-Zellen (dunkelblau, n=9). 8-Br-cGMP 
Exposition (hellblau, n=9) resultiert in einem hochsignifikanten Anstieg des relativen Ölrotgehaltes, 
bezogen auf die BK+/+-Zellen in BAT-MSC-CM ohne Zusatz von Paxillin und/oder cAMP/cGMP-Analoga. 
Ein ebenfalls hochsignifikanter Anstieg der Ölrot-Absorptionswerte bei 518 nm wurde durch die 
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gleichzeitige Exposition der Zellen mit Paxillin und 8-Br-cGMP (hellblau/schwarz gestreift, n=6) erreicht. 
Sp-cAMPS Stimulation alleine (mittelblau, n=8) oder Sp-cAMPS mit Paxillin (mittelblau/schwarz 
gestreift, n=6) führten ebenfalls zu einem hochsignifikanten Anstieg des relativen Ölrot-Gehaltes. (A) 
Maßstabsbalken entspricht 100 µm. (B) Abbildung zeigt Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05, 
*** p < 0,001, alle Signifikanzen beziehen sich auf BAT-MSC-CM. 
4.2 Analyse der ob/ob X BK-Doppelmutanten 
Die bisher erhobenen Befunde zeigen ganz klar, dass die globale Deletion des BK-Kanals 
Mäuse effektiv vor massiver Gewichtszunahme und exzessiver Fetteinlagerung bei HFD-
Fütterung zu schützen vermag. Auch metabolische Folgeerkrankungen der Gewichts-und 
Fettakkumulation wie beispielsweise die NAFLD oder eine Insulinresistenz scheinen durch die 
Deletion des BK-Kanals beeinflussbar zu sein. Angesichts dieser Befunde stellt sich die Frage, 
inwiefern die Deletion des BK-Kanals auch eine aufgrund genetischer Ursachen bereits 
bestehende Adipositas therapieren kann. 
Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob die globale Deletion des 
BK-Kanals den schwer adipösen Phänotyp eines etablierten Adipositas-Mausmodelles 
aufzuheben vermag, oder diesen zumindest partiell mildert. Zu diesem Zweck wurden BK-
Kanal-defiziente und Wildtyp-Tiere mit ob/ob-Mäusen und deren Wildtyp-Kontrollen verpaart 
und die daraus resultierenden Doppelmutanten in Hinblick auf Körpergewichtsentwicklung, 
Fettakkumulation sowie bezüglich metabolischer Parameter untersucht (s. Kapitel 3.2.2 für 
Details zur Generierung der Tiere). Bei den ob/ob-Mäusen handelt es sich um Tiere mit einer 
Punktmutation in dem für Leptin codierenden „obese“-Gen. Auf Grund dieser Mutation sind die 
betroffenen Tiere nicht in der Lage, funktionales Leptin-Protein zu bilden (s. Kapitel 3.2.2 und 
Kapitel 1.3.2.2). Basierend auf der Mutation des Leptin-Gens und dem daraus resultierenden 
Mangel eines Sättigungsgefühls, kommt es in ob/ob-Mäusen zu einer massiven und 
unkontrollierten Nahrungsaufnahme. In Folge dessen sind ob/ob-Mäuse durch eine 
schwerwiegende Adipositas und eine Reihe massiver Folgeerkrankungen wie beispielsweise 
Diabetes mellitus Typ 2, Insulinresistenz, gesteigerten Entzündungsparametern und NAFLD 
charakterisiert. 
4.2.1 Partieller Schutz vor exzessiver Fetteinlagerung, Gewichts-
zunahme und metabolischen Veränderungen in ob/ob Mäusen 
bei gleichzeitiger BK-Kanal-Defizienz 
Die Körpergewichtsentwicklung der schlanken Tiere (Lep+/+, lean) unter der Fütterung mit 
normalem Chow-Futter (s. Kapitel 3.4.1) konnte die zuvor unter CD- und HFD-Fütterung 
erhobenen Befunde bestätigen. Über den gesamten Versuchszeitraum von 20 Wochen weisen 
die schlanken BKL1/L1-Tiere hochsignifikant verringerte Körpergewichte gegenüber den BK+/+-
Kontrolltieren auf. In männlichen BK+/+ ob/ob- Probanden kommt es hingegen bereit ab einem 
Alter von 6-7 Wochen zu einer enormen Zunahme des Körpergewichtes, welches in einem 
finalen Körpergewicht von 58,46 ± 1,43 g (gegenüber 29,4 ± 0,63 g BK+/+ lean) resultiert. 
Interessanterweise war das Körpergewicht der BK-negativen ob/ob-Tiere über den gesamten 
Versuchszeitraum hochsignifikant verringert und das finale Körpergewicht der 
Doppelmutanten war um annähernd 33% reduziert (38,99 ± 1,66 g). Das finale Körpergewicht 
  Ergebnisse 
 129 
der schlanken BKL1/L1-Tiere beläuft sich am Ende des Versuches auf 25,36 ± 0,37 g (s. Abb. 
4.10a) und lag somit beinahe 4 g unter dem mittleren Vergleichsgewicht der schlanken BK+/+-
Tiere. Auch bei weiblichen Tieren ist ein ähnlicher Effekt zu verzeichnen (s. Suppl. Abb. 6): 
Schlanke BK+/+-Mäuse weisen gegenüber BKL1/L1 ein hochsignifikant höheres Körpergewicht 
während des gesamten Observationszeitraumes auf und erreichen ein finales Körpergewicht 
von 24,14 ± 0,28 g (BKL1/L1 20,31 ± 0,61 g). Während das Gewicht der schlanken weiblichen 
Tiere somit etwas geringer ausfällt als das der männlichen Versuchstiere, führt die 
homozygote Mutation des Leptin-Gens in weiblichen BK+/+-Tieren zu einer ebenso extrem 
ausgeprägten Gewichtszunahme wie in Männchen. Dies resultiert bei den weiblichen Tieren 
bereits ab einem Alter von 4-5 Wochen in deutlichen Gewichtsunterschieden gegenüber den 
schlanken Kontrollen. Das finale Körpergewicht der BK+/+ ob/ob Weibchen erreicht im Alter von 
24 Wochen 59,05 ± 1,07 g. Die BK-Kanal-Ablation führte wiederum zu einem hochsignifikant 
um beinahe 20 g reduzierten Endgewicht der weiblichen Mäuse (BKL1/L1 ob/ob 40,98 ± 2,34 g) 
(s. Suppl. Abb. 6a). Da sich, wie bereits beschrieben (s. Kapitel 4.1.2.1), die Körpergröße der 
BKL1/L1-Tiere, vermutlich auf Grund von Entwicklungsstörungen, signifikant von jener ihrer 
korrespondierenden Wildtyp-Wurfgeschwister unterscheidet und auch die Mutation des 
Leptin-Gens weiteren Einfluss auf diese Differenzen zu nehmen scheint (s. Abb. 4.10i + Suppl. 
Abb. 6i), wurde eine Normierung der Körper- wie auch der untersuchten Fettgewichte auf die 
TL vorgenommen. Für die männlichen Tiere ergab sich dabei ein hochsignifikanter 
Unterschied des finalen Körpergewichtes zwischen den schlanken Lep+/+-Tieren (BK+/+ 1,66 ± 
0,04 g/mm, BKL1/L1 1,47 ± 0,03 g/mm) sowie zwischen den ob/ob-Kohorten (BK+/+ 3,47 ± 0,07 
g/mm, BKL1/L1 2,35 ± 0,11 g/mm) (s. Abb. 4.10b). Auch bei den Weibchen waren die normierten 
Finalgewichte zwischen den BK-Genotypen hochsignifikant verschieden (BK+/+ lean 1,38 ± 
0,02 g/mm und BKL1/L1 lean 1,21 ± 0,03 g/mm, sowie BK+/+ ob/ob 3,53 ± 0,08 g/mm und BKL1/L1 
ob/ob 2,71 ± 0,09 g/mm) (s. Suppl. Abb. 6b). Repräsentative Fotografien der vier untersuchten 
Genotypen zeigen sowohl in männlichen (s. Abb. 4.10c), als auch in weiblichen Tieren (s. 
Suppl. Abb. 6c) ganz deutlich die massiv erhöhte Körpermasse der ob/ob Mäuse gegenüber 
ihren schlanken Wurfgeschwistern. Die hochsignifikante Gewichtsreduktion der BKL1/L1 ob/ob-
Tiere war im Vergleich zu BK+/+ ob/ob-Mäusen in beiden Geschlechtern deutlich zu erkennen. 
Diese Gewichtsunterschiede sind zumindest teilweise auch das Resultat der unterschiedlichen 





Abb. 4.10: Untersuchung von BK X ob/ob Doppelmutanten 
(A) Gewichtsentwicklung von Wildtyp-Tieren (BK+/+ lean, blau umrandet) und global BK-Kanal-
defizienten Mäusen (BKL1/L1 lean, rot umrandet) sowie BK+/+ ob/ob (blau ausgefüllte Rauten und Balken) 
und BKL1/L1 ob/ob Doppelmutanten (rot ausgefüllte Rauten und Balken) mit Zugang zu normalem Chow-
Futter. BK+/+-Tiere (n=17) zeigen über den gesamten Versuchszeitraum ein hochsignifikant erhöhtes 
Körpergewicht gegenüber ihren BKL1/L1-Wurfgeschwistern (n=21). Die Deletion des BK-Kanals führt in 
den doppelmutanten BKL1/L1 ob/ob Mäusen (n=25) zu einer hochsignifikanten Reduktion des 
Körpergewichtes gegenüber BK+/+ ob/ob Tieren (n=25). (B) Das auf die Tibialänge (TL) normierte finale 
Körpergewicht im Alter von 24 Wochen, ist in BKL1/L1 (n=12) hochsignifikant reduziert gegenüber BK+/+ 
(n=9). Darüber hinaus resultiert die Deletion des BK-Kanals auch in BKL1/L1 ob/ob (n=13) in einer 
hochsignifikanten Reduktion des Körpergewichtes gegenüber BK+/+ ob/ob (n=17). (C) Repräsentative 
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Fotos von Tieren im Alter von 24 Wochen. (D) Die Analyse der Körperstruktur mittels Soxhlet-
Fettextraktion zeigt signifikante Gewichts-Reduktionen in allen Kompartimenten der BKL1/L1 ob/ob Tiere 
(n=4) im Vergleich zur BK+/+ ob/ob Kontrollgruppe (n=5). (E) Repräsentative Darstellung von braunem 
Fettgewebe (BAT), epididymalem Fett (eWAT) und Leistenfett (iWAT) der verschiedenen Genotypen im 
Alter von 24 Wochen. (F) Das Gewicht unterschiedlicher Fettdepots, normiert auf die TL, ist in schlanken 
BKL1/L1 (n=13) in eWAT und BAT signifikant erniedrigt gegenüber schlanken BK+/+-Tieren (n=9). Bei 
interscapularem weißem Fett (intWAT), dem mesenterischen Fettdepot (mWAT) sowie iWAT ist kein 
signifikanter Unterschied erkennbar. Bei den global BK-defizienten Doppelmutanten (n=13) ist 
gegenüber den BK+/+ ob/ob Tieren (n=17) eine hochsignifikante Reduktion der, auf die Tibialänge 
normierten, Fettmasse in intWAT, BAT, mWAT und iWAT zu beobachten, während sich das eWAT-
Gewicht nicht unterscheidet. (G) Die Untersuchung des Glucose-Stoffwechsels mittels 
intraperitonealem Glucose-Toleranz-Test (i.p. GTT) zeigt stark erhöhte Blutglucose-Spiegel in BKL1/L1 
ob/ob (n=4) gegenüber BK+/+ ob/ob (n=6) sowohl basal (0 min) als auch 15 und 30 min nach Glucose-
Injektion. (H) Die Deletion des BK-Kanals erzielt sowohl in lean Kohorten als auch bei den BK ob/ob 
Doppelmutanten eine hochsignifikante Reduktion der Lebermasse/TL-Ratio. (I) Die Tibialänge der 
schlanken BK+/+-Tiere unterscheidet sich nicht signifikant von jener der BKL1/L1 Tiere. In den 
Doppelmutanten BKL1/L1 ob/ob Mäusen ist eine hochsignifikante Reduktion der TL zu verzeichnen. Diese 
zeigt sich beim Vergleich mit BK+/+ ob/ob wie auch gegenüber lean BKL1/L1 Mäusen. (Signifikanz 
dargestellt durch #). (A-I) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05; ** p < 
0,01; ***/### p < 0,001. (C, E) Maßstabsbalken entsprechen 2 cm. 
Neben dem Gesamtkörpergewicht wurde bei den ob/ob BK-Doppelmutanten, analog zur 
Untersuchung der globalen BK-Tiere, eine Körperstrukturanalyse mittels Trocknung und 
anschließender Soxhlet-Fettextraktion durchgeführt (s. Kapitel 3.5.1). Diese ergab für 
männliche BKL1/L1 ob/ob eine signifikante Reduktion der Massen aller Kompartimente. So war 
neben dem Wasseranteil (BK+/+ ob/ob 14,73 ± 0,38 g, BKL1/L1 ob/ob 9,26 ± 0,61 g) auch die 
Trockenmasse (BK+/+ ob/ob 8,70 ± 1,08 g, BKL1/L1 ob/ob 4,96 ± 0,30 g) sowie der Fettanteil 
(BK+/+ ob/ob 32,06 ± 1,08 g, BKL1/L1 ob/ob 24,60 ± 01,57 g) signifikant reduziert (s. Abb. 4.10d). 
In weiblichen Tieren war die Trockenmasse hingegen nicht signifikant verschieden. Sowohl 
der Wasseranteil (BK+/+ ob/ob 12,58 ±0,39 g, BKL1/L1 ob/ob 9,03 ± 0,67 g), als auch die 
Fettmasse (BK+/+ ob/ob 35,68 ± 1,97 g, BKL1/L1 ob/ob 25,66 ± 0,18 g) zeigten jedoch signifikante 
Abweichungen zwischen den BK-Genotypen auf (s. Suppl. Abb. 6d). 
Übersichtsaufnahmen ausgewählter Fettdepots zeigen implizieren eine exorbitant gesteigerte 
Zunahme an eWAT und iWAT in BK+/+ ob/ob Tieren gegenüber schlanken Kontrollen. In BKL1/L1 
ob/ob Tieren fällt dieser Anstieg der iWAT-Fettmasse deutlich geringer aus, wohingegen sich 
die eWAT-Masse von BK-defizienten ob/ob Tieren kaum von jener, der BK+/+ ob/ob Mäuse 
unterscheidet (s. Abb. 4.10e, Suppl. Abb. 6e). Dies steht in Einklang mit den relativen 
Fettdepotmassen (s. Abb. 4.10f). Das interscapulare braune Fettgewebe scheint durch die 
homozygote Mutation des Leptin-Gens massiv vergrößert und verliert außerdem seine 
charakteristische braun-Färbung, was vermutlich mit einer starken Hypertrophie der Fettzellen 
zusammenhängt. Ähnliche Effekte sind in BK+/+ Tieren nach HFD zu beobachten (s. Abb. 
4.6a). 
Eine genaue Untersuchung ausgewählter, auf die Tibialänge normalisierter Fettmassen, in 
männlichen Tieren offenbarte außerdem eine signifikant gesteigerte Menge an intWAT (BK+/+ 
ob/ob 18,48 ± 1,02 x10-2 g/mm, BKL1/L1 ob/ob 11,14 ± 0,91 x10-2 g/mm), BAT (BK+/+ ob/ob 2,61 
± 0,31 x10-2 g/mm, BKL1/L1 ob/ob 1,71 ± 0,14 x10-2 g/mm), sowie mWAT (BK+/+ ob/ob 10,57 ± 
0,37 x10-2 g/mm, BKL1/L1 ob/ob 6,49 ± 0,66 x10-2 g/mm) und iWAT (BK+/+ ob/ob 23,35 ± 0,95 
x10-2 g/mm, BKL1/L1 ob/ob 14,13 ± 0,95 x10-2 g/mm) gegenüber BK-Kanal-defizienten ob/ob-
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Mäusen. Die Menge an eWAT war hingegen nicht signifikant unterschiedlich zwischen den 
beiden Genotypen (BK+/+ ob/ob 14,88 ± 0,98 x10-2g/mm, BKL1/L1 ob/ob 14,74 ± 1,12 x10-2g/mm) 
(s. Abb. 4.10f). Die Deletion des BK-Kanals ist also auch in ob/ob-Tieren in der Lage die 
übermäßige Fetteinlagerung teilweise zu reduzieren. In weiblichen Tieren waren die Befunde 
ähnlich. Interscapulares WAT sowie BAT, mWAT und Leistenfett waren in BKL1/L1 ob/ob 
Mäusen gegenüber BK+/+ ob/ob hochsignifikant reduziert (s. Suppl. Abb. 6f). Lediglich in 
Hinblick auf die normierte Masse von eWAT ergaben sich keine nennenswerte Unterschiede 
zwischen den ob/ob BK-Genotypen (s. Abb. 4.10f). 
Die globale Deletion des BK-Kanals kann dementsprechend auch den adipösen Phänotyp 
etablierter Adipositas-Mausmodelle, wie beispielsweise der ob/ob-Mauslinie, hochsignifikant 
verbessern. Möglicherweise wirkt der BK-Kanal-Knockout den aus dem Leptin-Gendefekt 
resultierenden Störungen der Leptin-Hypothalamus-Achse, sowie den hierdurch bedingten 
Veränderungen der Körpergewichtsentwicklung und Fetteinlagerung zumindest partiell 
entgegen. 
Wie im CD- und HFD-gefütterten globalen BK-Knockout (s. Abb. 4.4a+b) resultierte die 
Deletion des BK-Kanals im ob/ob Mausmodell in einer schlechteren Glucose-
Stoffwechsellage. Obwohl die BKL1/L1 ob/ob weniger Körpermasse und einen geringeren 
Körperfettanteil aufweisen (s. Abb. 4.10) waren die Blutglucose-Werte der männlichen 
Versuchstiere sowohl basal (0 min), als auch in Folge eines i.p. GTT (15 und 30 min; p= 0,06 
bei 60 min) im Vergleich zu den BK+/+ ob/ob Wurfgeschwistern signifikant erhöht (s. Abb. 
4.10g). In weiblichen Tieren erreichte dieser Effekt auf Grund der deutlichen höheren 
Blutglucose-Werte der BK+/+ ob/ob-Tiere jedoch zu keinem Zeitpunkt Signifikanzniveau. 
Dennoch lässt sich aus dem i.p. GTT auch für die BK-defizienten weiblichen ob/ob Tiere eine 
klar verschlechterte Glucose-Verstoffwechslung ableiten (s. Suppl. Abb. 6g). Diese Befunde 
lassen sich möglicherweise mit der im globalen BK-Mausmodel beobachteten signifikant 
verringerten Insulinfreisetzung in diesen Tieren (s. Abb. 4.4d+e) und der daraus resultierenden 
schlechten Verwertung der injizierten Glucosemenge erklären. 
Auf die Entwicklung des Lebergewichtes in ob/ob-Tieren, scheint die Deletion des BK-Kanals 
hingegen durchweg positive Effekte zu haben. Während männliche BK+/+ ob/ob Tiere im Alter 
von 24 Wochen ein Lebergewicht von 24,37 ± 0,87 x10-2g/mm aufweisen, beläuft sich dieses 
bei BKL1/L1 ob/ob Tieren lediglich auf 10,48 ± 0,87 x10-2g/mm (s. Abb. 4.10h). Auch in 
weiblichen ob/ob-Mäusen führt die Ausschaltung des Kanals zur Reduktion der Lebermasse 
von 20,01 ± 0,93 x10-2g/mm auf 10,6 ± 0,63 x10-2g/mm (s. Suppl. Abb. 6h). Die Deletion des 
BK-Kanals führt also in beiden Geschlechtern zu einer Reduktion des normalisierten 
Lebergewichtes. Da dabei davon ausgegangen werden kann, dass die Zunahme der 
Lebermasse gegenüber schlanken Tieren nicht unwesentlich auf eine vermehrte Einlagerung 
von Fett in das Leberparenchym zurückzuführen ist (s. Abb. 4.5a+b), stellt die Reduktion der 
Lebermasse möglicherweise gleichzeitig eine Reduktion der Adipositas-induzierten NAFLD 
dar und verringert hierdurch das Risiko einer resultierenden Hepatosteatose oder gar eines 
Leberkarzinoms. 
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4.3 Untersuchungen zum metabolischen Phänotyp der 
Adipozyten-spezifischen BK-Mauslinie 
Die bisherigen Befunde deuten darauf hin, dass die globale Deletion des BK-Kanals 
weitreichende positive Effekte auf die Entwicklung des Körpergewichtes hat. Die von der 
Kanalablation ausgehende Protektion war sowohl während Hochkohlenydrat- als auch 
Hochfettdiät zu beobachten (s. Abb. 4.3 und Suppl. Abb. 3) und konnte darüber hinaus in 
einem genetischen Adipositas-Modell bestätigt werden (s. Abb. 4.10). Besonders prominente 
Befunde dieser Untersuchungen stellen die mit der globalen Deletion des BK-Kanals 
assoziierte Reduktion der Fettakkumulation (s. Abb. 4.3) sowie durchweg positive Effekte auf 
die Entstehung einer NAFLD (s. Abb. 4.5) als schwerwiegende Folgeerkrankung von 
Adipositas dar. 
Dass diese Effekte offensichtlich nur teilweise durch zentral-gesteuerte Mechanismen 
erklärbar sind, konnte von Beisan Mohammad im Zuge ihre Dissertation gezeigt werden. 
Dementsprechend scheinen neben neuronalen Ursachen auch periphere Effekte zum 
schlanken Phänotyp der BKL1/L1-Tiere beizutragen. Die im Zuge dieser Arbeit gewonnen 
Erkenntnisse zur BK-abhängigen Modulation der Fettzelldifferenzierung und -reifung 
unterstützen diese Hypothese und implizieren außerdem, dass die Ausschaltung der 
adipozytären BK-Kanäle positive Auswirkungen auf die Körpergewichtsentwicklung und 
Körperstruktur haben können. Auch die von der Arbeitsgruppe um H. Jiao durchgeführten 
genomweiten Assoziations-Studien mit menschlichen Probanden konnten in schwer adipösen 
Studienteilnehmern (BMI >40) hinweise auf BK-Expressionsunterschiede in Fettgewebe und 
Adipozyten feststellen (Jiao et al., 2011). Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde im 
Rahmen dieser Dissertation ein neues Mausmodell mit Fettzell-spezifischer BK-Kanal Ablation 
generiert (s. Abb. 3.2 und Abb. 4.11). 
4.3.1 Rekombinationsanalyse der adipoCreERT2-Mauslinie mittels 
ROSA26 Tomato-Reporter Tieren 
Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Dissertation ein Mausmodell generiert, mit 
welchem es möglich ist, den BK Kanal sowohl zu einem bestimmten Zeitpunkt, wie auch 
ausschließlich in Adipozyten zu deletieren. Ein solches, induzierbares Mausmodell mit 
Adipozyten-spezifischer Expression der Cre-Rekombinase (s. Kapitel 3.2.3) wurde kürzlich 
von A. Sassmann und S. Offermanns (Max-Planck-Institut, Bad Nauheim) generiert und für die 
im Rahmen dieser Dissertation geplanten arbeiten zur Verfügung gestellt. 
Um zunächst die Effizienz des adipoCreERT2-Modelles zu überprüfen wurden adipoCretg/+-
Mäuse mit ROSA Tomato-Reporter Tieren gekreuzt (ROSA 26 Tomatotom/+) (s. Kapitel 3.2.4). 
Diese Cre-Reporter-Mäuse tragen eine zusätzliche Gensequenz, welche für zwei 
unterschiedlich membranständige, fluoreszierende Proteine codiert. Genauere Informationen 
sind in Kapitel 3.2.4 näher beschrieben. ROSA Tomato-Reporter Tiere zeichnen sich basal 
durch eine rote Fluoreszenz aller Gewebe aus, welche durch die Implementierung eines 
membranständigen Tomato-Fluorophors erreicht wird. Nach Cre-vermittelter Rekombination 
kommt es zur Deletion des roten Fluorophors (membranständiges td Tomato) und stattdessen 
zur Expression einer membranständigen grünen Fluoreszenz (EGFP). Die Aktivierung der 
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Cre-Rekombinase wird durch die konsekutive Injektion von Tamoxifen (1 mg/Tag) an fünf 
aufeinander folgenden Tagen im Alter von 10 Wochen ausgelöst (s. Kapitel 3.2.3). 
Gefrierschnitte aus epididymalem Fettgewebe (eWAT) dieser doppeltransgenen 
adipoCreERT2tg/+ X ROSA26 Tomato-Reporter Tiere zeigen nach Injektion des 
Lösungsmittels (Mygliol®) im Alter von 12 Wochen eine ubiquitäre rote Fluoreszenz, was auf 
eine Inaktivität einer gegebenenfalls vorhandenen Cre-Rekombinase hindeutet. Im Gegensatz 
dazu löst die Gabe von Tamoxifen einen nahezu vollständigen Verlust der roten Fluoreszenz 
im eWAT aus, während gleichzeitig die grüne Fluoreszenz der Gewebeschnitte zunimmt (s. 
Abb. 4.11a), was der Beweis für die Expression und vor allem die hocheffektive Funktionalität 
der Cre-Rekombinase darstellt. Gewebeproben von adipoCreERT2tg/+ ROSA26 Tomatotom/+ 
Tieren, welche im Alter von 10 Wochen mit Tamoxifen injiziert wurden, bei denen die 
Organentnahme jedoch erst im Alter von 30 Wochen erfolgte, zeigen ebenfalls eine 
ausgeprägt grüne Fluoreszenz in eWAT und iWAT (s. Abb. 4.11a+b). Dieser Befund implizert 
eindeutig, dass auch zu einem späteren Zeitpunkt die Rekombinase-bedingte Deletion des 
gefloxten Genabschnittes persistiert. Kontrollgewebe aus Wildtyp-Tieren ohne Injektion von 
Tamoxifen weist keine Fluoreszenz auf (s. Abb. 4.11a). Auch in 14 µm dicken 
Gewebeschnitten von Leistenfett (iWAT) ist eine hocheffektive Effizienz der Cre-Rekombinase 
durch den völligen Verlust roter Fluoreszenz zu erkennen. Der anhaltende Effekt der Cre-
bedingten Gen-Deletion kann auch in diesem Fettdepot durch die anhaltende grüne 
Fluoreszenz im Alter von 30 Wochen bestätigt werden. Die persistierende rote Fluoreszenz 
nach Placebo-Injektion sowie die fehlende Fluoreszenz der Negativkontrolle beweisen sowohl 
die korrekte Expression der Reporter-Sequenz und als auch die Abwesenheit einer 
Autofluoreszenz des iWAT (s. Abb. 4.11b). Die Effektivität der Cre-vermittelten Rekombination 
scheint demnach, in Einklang mit der Literatur (Sassmann et al., 2010), sowohl in eWAT als 
auch in iWAT bei nahezu 100 % zu liegen. Da in der Erstbeschreibung der vermeintlich WAT-
spezifischen adipoCreERT2-Mäuse jedoch auch von einer etwa 10 %-igen 
Rekombinationseffizienz in braunem Fettgewebe berichtet wird (Sassmann et al., 2010), 
wurden auch BAT-Gewebeschnitte hinsichtlich der Effizienz der Cre-Rekombinase untersucht 
(s. Abb. 4.11c). Nach Injektion einer Kontrolllösung ist in BAT-Gefrierschnitten eine klare rote 
Fluoreszenz zu erkennen. Die Gabe von Tamoxifen führt hingegen zu einer deutlichen 
Abschwächung des roten Fluoreszenzsignales im Alter von 12 Wochen. Im Gegensatz zu den 
WAT-Depots war die im BAT zu beobachtende Rekombination jedoch nicht vollständig, was 
die Hinweise auf eine partielle Aktivität der adipoCre-Rekombinase in diesem Fettdepot 
bestätigt (Sassmann et al., 2010). Die starke grüne Eigenfluoreszenz erlaubt in braunem 
Fettgewebe jedoch keine Aussagen über potentielle Veränderungen der grünen Fluoreszenz 
in Folge einer Tamoxifen-Injektion. Im Alter von 30 Wochen ist jedoch noch immer eine leichte 
rote Fluoreszenz des Gewebes zu erkennen, was auch hier eine Persistenz der Rekombinase-
Effekte impliziert. Zusätzlich macht die sehr kleinzellige Morphologie des BAT eine 
Quantifizierung der Cre-Rekombinase-Effizienz in diesem Gewebe letztlich unmöglich. 
Zur Generierung Adipozyten-spezifischer BK-Mutanten wurden adipoCreERT2tg/+ Tiere mit 
Mäusen verpaart, deren BK-Gen von zwei loxP-Sequenzen flankiert ist, welche wiederum als 
Schnittstelle für die Cre-Rekombinase fungieren. (s. Kapitel 3.2.3). Die Gewebe-Spezifität der 
Cre-Rekombinase konnte durch die Kopplung ihrer Expression an einen Adiponektin-Promotor 
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erzielt werden (Sassmann et al., 2010). Die durch entsprechende Verpaarungen (s. Abb. 3.2) 
erhaltenen, doppeltransgenen adipoCreERT2 BK-Tiere (kurz: adipoBK) wurden im Folgenden 
zunächst hinsichtlich ihrer Gewebe-spezifischen Cre-Expression untersucht. Hierzu erfolgte 
eine DNA-PCR mit anschließender Agarose-Gelelektrophorese nach Injektion von Tamoxifen 
in adipoBKL2/+-Tieren. Die Applikation des Cre-Aktivators Tamoxifen resultierte in Geweben 
mit Cre-Rekombinase-Aktivität in einer Deletion des gefloxten BK-L2-Allels und somit in der 
Generierung eines BK-L1- PCR-Produktes. In Geweben, welche die Cre-Rekombinase nicht 
exprimieren sollte hingegen nach TAM-Gabe keine BK-L1 Bande nachweisbar sein. Die 
Untersuchung von Pankreas, Leber, Herz, Skelettmuskel und Duodenum ergab keinerlei 
Expression der Rekombinase. Ebenso wenig konnte in neuronalen Strukturen wie 
Hypothalamus, Bulb, Cerebellum oder Gesamthirn eine Cre-Aktivität nachgewiesen werden. 
Sowohl in epididymalem Fettgewebe, als auch in Leistenfett und BAT ist dagegen eine 
deutliche L1-Bande im Agarose-Gel zu erkennen, was einen Indikator der spezifischen Cre-
vermittelten Rekombination des gefloxten BK-Lokus darstellt (s. Abb. 4.11d). 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Fettzell-Spezifität des adipoCreERT2-
Modelles eindeutig bestätigt werden konnte. Die Rekombinations-Effizienz in eWAT sowie 
iWAT scheint dabei nahezu lückenlos, während in BAT keine vollständige Deletion des 
gefloxten Gens zu erreichen war. 
 
Abb. 4.11: Effizienz- und Spezifitäts-Analyse des adipoCreERT2 Mausmodells mittels ROSA26 
Tomato-Reporter Tieren  
Repräsentative Aufnahmen von Gefrierschnitten aus adipoCre/ROSA Tomato Doppelmutanten im Alter 
von 12 oder 30 Wochen. Ohne Applikation von Tamoxifen (TAM -) fluoreszieren alle Gewebe rot. Nach 
Induktion der Cre-Rekombinase durch Tamoxifen-Injektion (TAM +) im Alter von 10 Wochen kommt es 
in allen Geweben mit Cre-Aktivität zur Ausbildung einer grünen Fluoreszenz. Zellkerne sind mittels 
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Hoechst® angefärbt und fluoreszieren blau. (A) Untersuchung von 14-µm Gefrierschnitten aus 
epididymalem Fett (eWAT) zeigen starke rote Fluoreszenz im Cy3-Kanal vor Tamoxifen-Injektion, 
während im FITC-Kanal keine grüne Fluoreszenz erkennbar ist. Nach Cre-Aktivierung ist sowohl im 
Alter von 12 Wochen als auch zu einem späten Zeitpunkt (30 Wochen) eine klare grüne Fluoreszenz zu 
erkennen. Wildtypkontrollen (Kontrolle) zeigen keine Fluoreszenz des Gewebes. (B) Auch in 14 µm 
dicken Schnitten aus Leistenfett (iWAT) ist eine starke Zunahme der grünen Fluoreszenz und der 
gleichzeitige Verlust roter Fluoreszenz durch Tamoxifen-Gabe zu erkennen, was auf eine hohe Effizienz 
der Cre-Rekombinase schließen lässt. (C) Wie in 8 µm dicken Schnitten der Wildtyp-Kontrolle zu 
erkennen ist, weist braunes Fettgewebe (BAT) per se eine deutliche grüne Autofluoreszenz auf. 
Dementsprechend ist durch Tamoxifen-Gabe keine deutliche Verstärkung der grünen Fluoreszenz zu 
erkennen, dennoch ist eine klare Abnahme der roten Fluoreszenz zu verzeichnen. (D) Untersuchung 
der DNA aus verschiedenen Geweben von adipoBKL2/+-Tieren vor (-) und nach (+) Tamoxifen-Injektion 
mittels PCR hinsichtlich der Cre-vermittelten Rekombination des gefloxten BK-Lokus (L2). Während in 
Pankreas (P), Leber (L), Hypothalamus (Hy), Bulb (B), Cerebellum (C), Gehirn (G), Herz (He), 
Skelettmuskel (M) und Duodenum (D) durch Injektion von Tamoxifen keine L1-spezifischen PCR-
Produkte entstehen, kommt es nach Applikation von TAM in eWAT, iWAT und BAT zur Ausbildung einer 
L1-Bande bei gleichzeitiger Abschwächung des L2-Amplikons, während die Wildtyp-spezifische BK-
Bande (WT) erwartungsgemäß unverändert bleibt. Eine Marker-Spur (M) mit 2-log ladder dient als 
Fragmentgrößen-Kontrolle. (A - C) Maßstabsbalken entsprechen 100 µm. 
4.3.2 Nachweis des BK-Kanals in verschiedenen Fettdepots der 
adipoBK-Tiere 
Im Zuge dieser Arbeit konnte der BK-Kanal bereits in eWAT, iWAT und BAT globaler BK+/+-
Tiere, sowie seine vollständige Deletion in BKL1/L1-Mäusen nachgewiesen werden (s. Abb. 4.1 
+ Abb. 4.2).  
Mittels Immunfluoreszenz-Färbung und mRNA-Analytik sollte nun auch die Expression des 
Kanals in den Adipozyten-spezifischen BK-Kanal Knockout Tieren (adipoBKL2/L1) sowie deren 
Wurfgeschwisterkontrollen (adipoBKL2/+) untersucht werden. 
Kryoschnitte der entsprechenden Fettdepots wurden hierzu mit einem gegen den BK-Kanal 
gerichteten Primärantikörper oder einer Antikörper-freien Kontrolllösung inkubiert 
(Negativkontrolle) und anschließend mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörper 
behandelt (s. Kapitel 3.5.2.5). In eWAT ist eine deutliche Rotfärbung des mit Primärantikörper 
behandelten Kontrollgewebes einer repräsentativen adipoBKL2/+-Maus zu erkennen. Das 
adipoBKL2/L1-Gewebe weist hingegen nur sehr vereinzelt rot fluoreszierende Zellen auf, bei 
welchen es sich jedoch auf Grund ihrer spindelförmigen Morphologie nicht um Fettzellen zu 
handeln scheint. Die Negativkontrollen beider Genotypen sind frei von roter Fluoreszenz, was 
die Spezifität des hier verwendete BK-Antikörpers bestätigt (s. Abb. 4.12a). HE-Färbungen 
von eWAT-Schnitten zeigen die klassische Morphologie weißer Fettzellen und weisen dabei 
keine prominenten Größenunterschiede oder andere Differenzen zwischen den Genotypen 
auf (s. Abb. 4.12b). Zur Quantifizierung der BK-Kanal-Expression wurden die BK mRNA-Level 
mittels quantitativer Echtzeit-PCR untersucht. Dabei konnten in Kontrollgeweben im Vergleich 
zu den adipoBKL2/L1 Proben signifikant höhere Level an BK-mRNA nachgewiesen werden (s. 
Abb. 4.12c). Da bei der Isolation der RNA aus Fettdepots nicht nur Fettzellen, sondern auch 
andere im Gewebeverband befindliche Zellen wie Fibroblasten sowie glatte Muskelzellen aus 
Blutgefäßen verarbeitet wurden, ist auch in den adipoBKL2/L1 Proben erwartungsgemäß ein 
schwaches Echtzeit-PCR Signal zu detektieren (s. Kapitel 3.2.3). Auch in Kryoschnitten aus 
Leistenfett konnte mittels Immunfärbung eine deutliche rote Fluoreszenz in den adipoBKL2/+ 
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Geweben nachgewiesen werden, wohingegen in den adipoBKL2/L1-Schnitten nur vereinzelt 
rote Fluoreszenzmarkierungen erkennbar und die Negativkontrollen beider Genotypen erneut 
keine BK-Färbung zeigten (s. Abb. 4.12d). Das Vorhandensein BK-Kanal-positiver Zellen im 
Fettgewebe der adipoBKL2/L1-Tiere ist möglicherweise auf die Erfassung von im Fettgewebe 
befindlichen Fibroblasten, glatte Muskelzellen oder kompletten Blutgefäßen zurückzuführen, 
welche durch die ausschließlich Fettzell-spezifische Deletion des BK-Kanals noch immer in 
der Lage sind, BK-Protein zu exprimieren. Durch Anfärben zellulärer Bestandteile wie 
Zellmembranen oder der Nuclei mittels HE-Färbung konnte die morphologische Struktur der 
Gewebeschnitte visualisiert werden. Die iWAT-Zellverbände unterscheiden sich von eWAT-
Schnitten vor allem durch ihre Hypotrophie, wie durch ihren eher inhomogenen Aufbau aus 
sehr kleinen, BAT-ähnlichen Zellen sowie größeren Zellen mit typischer WAT-Struktur (s. Abb. 
4.12e). Die Quantifizierung der BK-mRNA-Expression mittels qRT-PCR bestätigte auch im 
iWAT signifikant reduzierte Level an BK-mRNA in adipoBKL2/L1 Tieren gegenüber adipoBKL2/+ 
Mäusen. Das auch hier im in adipoBKL2/L1-Tieren auftretende Echtzeit PCR-Signal ist 
vermutlich, wie auch im eWAT, auf im Fettgewebe enthaltene Fibroblasten und Blutgefäße 
zurück zu führen (s. Abb. 4.12f). Auf Grund des kleinzelligen Gewebeverbandes, ist in iWAT 
auch mit einem vermehrten Vorkommen von Blutgefäßen und Bindegewebszellen zu rechnen, 
was sowohl das stärkere BK mRNA-Signal in adipoBKL2/L1-iWAT gegenüber adipoBKL2/L1-
eWAT wie auch die verstärkte Fluoreszenz erklären könnte. 
Die Fluoreszenzfärbungen und qRT-PCR-Analysen konnten die Präsenz des BK-Kanals in 
adipoBKL2/+-Geweben eindeutig belegen und darüber hinaus eine signifikant verringerte 
Expression des BK-Kanals in adipoBKL2/L1-Zellen zeigen. Die effiziente Ablation des BK-
Kanals in Fettzellen konnte dabei mittels quantitativer mRNA-Analysen und auf zellulärer 
Ebene durch Untersuchungen zur Protein-Abundanz bestätigt werden. Die mit Hilfe des Cre-
/loxP-Systems erzeugten gewebespezifischen adipoBKL2/L1-Mutanten sollten also ein 




Abb. 4.12: BK-Expression im Fettgewebe der adipoBK-Mauslinie 
Repräsentative Darstellung von BK-Kanal-Expression und Morphologie in 14-µm Gefrierschnitten von 
epididymalem Fettgewebe (eWAT) sowie Leistenfett (iWAT) aus 10 Wochen alten, Adipozyten-
spezifischen BK-Kanal-defizienten Tiere (adipoBKL2/L1) und deren Kontroll-Wurfgeschwister 
(adipoBKL2/+). (A, C) Immunfluoreszenz-Färbung des BK-Kanals im eWAT (A) und iWAT (D). Rote 
Fluoreszenz indiziert die Expression von BK-Kanal im Kontroll-Gewebe (oben links) wohingegen im 
Fettgewebe von adipoBK-defizienten Tieren (unten links) kaum rote Fluoreszenzmarkierung zu 
erkennen ist und in den Negativkontrollen (rechts), ohne Primärantikörper (- anti-BK), kein BK-Kanal 
nachgewiesen werden kann. Zellkerne sind mit Hoechst® angefärbt (blaue Fluoreszenz). (B, E) 
Hämatoxylin & Eosin (HE)-Färbung von Gefrierschnitten. Zellkerne sind violett angefärbt, 
Zellmembranen fuchsiarot. Zwischen den Genotypen ist kein morphologischer Unterschied zu 
erkennen, wohingegen eWAT (B) im Vergleich zu iWAT (E) einen deutlich hypertrophen Zellverband 
aufweist. (C, F) Untersuchung der BK messenger RNA-Expression (mRNA), mittels quantitativer 
Echtzeit-PCR (qRT-PCR), zeigt in adipoBKL2/+-Proben (blau) signifikant mehr BK-Kanal-Expression 
(normalisiert auf β-Aktin) in eWAT (C) (adipoBKL2/+ n=5; adipoBKL2/L1 n=7) und iWAT (F) (adipoBKL2/+ 
n=5; adipoBKL2/L1 n=4), verglichen mit adipoBKL2/L1-Proben (rot). (A, B, D, E) Maßstabsbalken 
entsprechen 50 µm. (C, F) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05. 
4.3.3 AdipoBKL2/L1 Mausmutanten sind partiell vor HFD-induzierter 
Adipositas geschützt 
Um zu überprüfen, inwiefern der BK-Kanal in Adipozyten für den schlanken Phänotyp der 
globalen BKL1/L1-Mäuse verantwortlich ist, wurden adipoBKL2/L1 und adipoBKL2/+-Tiere mit einer 
Kontrolldiät oder einer Hochfettdiät behandelt. Auf diese Weise sollte die Rolle der 
adipozytären BK-Kanäle hinsichtlich der Entwicklung des Körpergewichtes untersucht werden. 
Des Weitern sollten klare Aussagen zur Funktion der BK-Kanäle in Adipozyten in Hinblick auf 
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die Einlagerung von Fett, die Morphologie verschiedener Fettdepots und vor allem potentielle 
Veränderungen in metabolischen Prozessen getroffen werden können. 
Die Fütterung der adipoBKL2/L1- und adipoBKL2/+-Kohorten mit CD führte über den gesamten 
Versuchszeitraum zu keinen signifikanten Gewichtsunterschieden zwischen den Genotypen 
(s. Abb. 4.13a). Im Gegensatz zum globalen BK-Modell sind im konditionalen adipoBK-
Mausmodell auch basal keine entwicklungsbedingten Gewichtsdifferenzen zu verzeichnen (s. 
Abb. 4.13a+c), was sich auch in der identischen Tibialänge der Tiere adipoBKL2/L1 und 
adipoBKL2/+ Mäuse wiederspiegelt. Weder nach CD (adipoBKL2/+ 17,87 ± 0,09 mm, 
adipoBKL2/L1 18,13 ± 0,13 mm) noch nach HFD-Fütterung (adipoBKL2/+ 17,78 ± 0,08 mm, 
adipoBKL2/L1 17,62 ± 0,12 mm) konnten Unterschiede in der TL zwischen den Genotypen 
festgestellt werden (s. Suppl. Abb. 7b). 
Interessanterweise ist die prozentuale Körpergewichtszunahme im Alter von 12-17 Wochen in 
den adipoBKL2/L1 Mäusen sogar leicht aber signifikant erhöht (s. Abb. 4.13b). Im Verlauf der 
Fütterungsexperimente verschwindet dieser Unterschied jedoch gänzlich. Die verzeichneten 
Unterschiede in der Körpergewichtszunahme sind dennoch nur sehr schwach ausgeprägt und 
somit zwar signifikant aber nicht in unbedingt als relevant anzusehen, da auch die absolute 
Gewichtszunahme über den Versuchszeitraum keine signifikanten Unterschiede zwischen 
adipoBKL2/L1 (6,39 ± 0,61 g) und adipoBKL2/+-Tieren (5,50 ± 0,74 g) aufweist (s. Suppl. Abb. 
7a). 
Nach HFD-Fütterung zeichnet sich jedoch ein anderes Bild. Bereits im Alter von 14 Wochen 
und damit nach lediglich 2-wöchiger HFD-Fütterung, weisen adipoBKL2/+-Mäuse ein signifikant 
höheres Körpergewicht auf als ihre adipoBKL2/L1-Wurfgeschwister (s. Abb. 4.13c). Dieser Effekt 
verstärkt sich bis zum Ende des Versuches im Alter von 30 Wochen noch weiter (s. Abb. 
4.13c). Die adipoBKL2/L1-Tiere weisen darüber hinaus ab einem Alter von 17 Wochen auch 
eine signifikant verringerte prozentuale Zunahme des Körpergewichtes gegenüber ihren 
adipoBKL2/+-Kontrollen auf (s. Abb. 4.13d). Letztlich resultierend die 
Körpergewichtsunterschiede im Alter von 30 Wochen in einer hochsignifikant erhöhten totalen 
Körpergewichtszunahme der adipoBKL2/+ Mäuse (adipoBKL2/+ 18,58 ± 1,10 g versus 




Abb. 4.13: CD- und HFD-Fütterung der adipoBK-Tiere 
(A) Körpergewichtsentwicklung von Kontroll-Tieren (adipoBKL2/+) und Adipozyten-spezifisch BK-Kanal-
defizienten Mäusen (adipoBKL2/L1) unter Kontrolldiät (CD)-Fütterung. Die Dauer der CD-Fütterung wird 
durch einen hellgrauen Balken dargestellt. Der Körpergewichtsverlauf der adipoBKL2/+-Tiere (blaue 
Rahmen, n=26) und ihrer adipoBKL2/L1-Wurfgeschwistern (rote Rahmen, n=23) ist über den gesamten 
Versuchszeitraum identisch. (B) Die prozentuale Körpergewichtszunahme (Δ Körpergewicht [%]) ist in 
adipoBKL2/L1 von Woche 12 bis Woche 17 leicht, aber signifikant, erhöht. (C) Gewichtsverlauf von 
adipoBKL2/+ (blau ausgefüllte Symbole, n=33) und adipoBKL2/L1 (rot ausgefüllte Symbole, n=33) unter 
Fütterung von Hochfett-Diät (HFD). Der dunkelgraue Balken indiziert die Dauer der HFD-Fütterung. 
AdipoBKL2/+-Tiere weisen ab einem Alter von 14 Wochen ein signifikant (*) erhöhtes Körpergewicht 
gegenüber ihren adipoBKL2/L1-Wurfgeschwistern auf. Im Alter von 16 bis 20, sowie von 29 bis 30 
Wochen ist der Gewichtsunterschied sehr signifikant (**), von Woche 22 bis 28 hochsignifikant (***). (D) 
Die prozentuale Körpergewichtszunahme ist hierbei in adipoBKL2/+-Mäusen ab einem Alter von 17 
Woche ebenfalls signifikant erhöht (* Woche 17-18 sowie 29-30, ** Woche 19-28). (A-D) Abbildungen 
zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
Um mögliche Differenzen hinsichtlich der Zufuhr von Energie als Ursache für Unterschiede der 
Körpergewichtsentwicklung ausschließen zu können, wurde der mittlere Futterkonsum pro Tag 
mit Hilfe eines modifizierten metabolischen Käfig-Versuches ermittelt (s. Kapitel 3.4.2). Weder 
zu Beginn der Diäten, im Alter von 10 Wochen, noch am Ende der Fütterungsversuche, mit 30 
Wochen, wurden zwischen den Genotypen Unterschiede hinsichtlich der konsumierten CD- 
oder HFD-Futtermenge festgestellt. Allerdings konsumieren sowohl adipoBKL2/+ als auch 
adipoBKL2/L1 Tiere im Alter von 10 Wochen signifikant weniger HFD als CD (s. Abb. 4.14) Die 
verminderte Aufnahme an HFD ist vermutlich auf die sehr hohe Kaloriendichte dieser Nahrung 
zurück zu führen. Auch im Alter von 30 Wochen ist der HFD-Konsum der adipoBKL2/+- und 
adipoBKL2/L1-Mäuse im Vergleich zu den CD-gefütterten Kontrollgruppen reduziert. Dieser 
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Unterschied erreicht jedoch nur in der adipoBKL2/L1-Kohorte das Signifikanzniveau (s. Abb. 
4.14). 
 
Abb. 4.14: Durchschnittlicher Futterkonsum von adipoBK-Tieren bei CD- und HFD-Fütterung 
(A) Der durchschnittliche Futterkonsum, ermittelt in modifizierten metabolischen Käfigen, unterscheidet 
sich zwischen Kontrolltieren (adipoBKL2/+, blau) und Adipozyten-spezifischen BK-Kanal-defizienten 
Tieren (adipoBKL2/L1, rot), sowohl unter Kontrolldiät-Fütterung (CD, offene Symbole) als auch unter 
Hochfettdiät (HFD, gefüllte Symbole), weder zu Beginn der Diäten (10 Wochen) noch am Ende der 
diätetischen Fütterung (30 Wochen). Zu Beginn der Fütterungsversuche ist der Konsum von HFD 
sowohl in adipoBKL2/L1 als auch adipoBKL2/+ hochsignifikant geringer als der Konsum von CD (indiziert 
durch #). Am Ende der jeweiligen Diät ist die tägliche Verzehrmenge der HFD in beiden Genotypen 
reduziert. Gegenüber der entsprechenden CD-Kohorte wird das Signifikanzniveau jedoch nur in den 
adipoBKL2/L1-Mäusen erreicht. Die Abbildung zeigt Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). ### p < 0,001. 
Um eine genauere Aussage über die Art des adipösen Phänotyps der adipoBKL2/+-Tiere treffen 
zu können wurden neben dem Gesamtkörpergewicht auch verschiedene Fettdepots 
hinsichtlich ihrer normierten Masse untersucht. Darüber hinaus erfolgte die Analyse der 
Gesamt-Körperzusammensetzung. Nach CD-Fütterung, die eine identische 
Körpergewichtsentwicklung der beiden Genotypen zeigte (s. Abb. 4.13a), waren keine 
signifikanten Unterschiede in der Masse der untersuchten Fettdepots von adipoBKL2/L1+ Tieren 
und den korrespondierenden Wurfgeschwisterkontrollen zu verzeichnen (s. Abb. 4.15a). Auch 
die Analyse der Körperstruktur mittels Soxhlet-Extraktion (s. Kapitel 3.5.1) ergab zwischen 
adipoBKL2/L1 und adipoBKL2/+ keinerlei Divergenzen hinsichtlich Wassermasse (adipoBKL2/+ 
14,22 ± 0,41 g, adipoBKL2/L1 14,82 ± 0,40 g), Trockenanteil (adipoBKL2/+ 6,17 ± 0,24 g, 
adipoBKL2/L1 6,21 ± 0,17 g) oder Fettgehalt (adipoBKL2/+ 6,11 ± 1,56 g, adipoBKL2/L1 5,70 ± 1,72 
g) der Tiere (s. Abb. 4.15b). Im Gegensatz dazu war in den HFD-gefütterten adipoBKL2/+-Tieren 
eine massive Fettakkumulation zu beobachten, wohingegen die Finalgewichte der 
entsprechenden Fettdepots in den gewebespezifischen adipoBKL2/L1 Mutanten signifikant 
geringer war. Konkret waren sowohl interscapulares WAT (adipoBKL2/+ 7,62 x10-2 ± 0,68 g/mm, 
adipoBKL2/L1 4,92 x10-2 ± 0,52 x10-2 g/mm), als auch BAT (adipoBKL2/+ 1,51 x10-2 ± 0,14 g/mm, 
adipoBKL2/L1 0,95 x10-2 ± 0,09 x10-2 g/mm), mesenterisches WAT (adipoBKL2/+ 7,22 x10-2 ± 
0,69 g/mm, adipoBKL2/L1 4,44 x10-2 ± 0,50 x10-2 g/mm), Leistenfett (adipoBKL2/+ 11,12 x10-2 ± 
1,01 g/mm, adipoBKL2/L1 6,71 x10-2 ± 0,82 x10-2 g/mm) sowie pWAT (adipoBKL2/+ 5,89 x10-2 ± 
0,63 g/mm, adipoBKL2/L1 3,75 x10-2 ± 0,37 x10-2 g/mm) und die Summe der untersuchten 
Depots (adipoBKL2/+ 38,64 x10-2 ± 2,99 g/mm, adipoBKL2/L1 26,69 x10-2 ± 2,64 x10-2 g/mm) in 
den adipoBKL2/L1-Mäusen hinsichtlich ihrer auf die Tibialänge normierten Masse signifikant 
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verringert (s. Abb. 4.15a). Die Körperstrukturanalyse durch Trocknung und Soxhlet-
Fettextraktion (s. Kapitel 3.5.1) ergab darüber hinaus, dass die Gewichtszunahme der 
adipoBKL2/+-Tiere unter HFD weitestgehend auf eine Zunahme an Fettmasse zurück zu führen 
ist. Während sich nach HFD-Fütterung weder Trockenmasse (adipoBKL2/+ 8,10 ± 0,63 g, 
adipoBKL2/L1 6,87 ± 0,31 g) noch Wassergehalt (adipoBKL2/+ 13,90 ± 0,76 g, adipoBKL2/L1 14,95 
± 0,46 g) der beiden adipoBK-Genotypen unterscheiden, führt die Deletion des adipoBK-
Kanals zu einer signifikant reduzierten Fetteinlagerung in adipoBKL2/L1-Mäusen (adipoBKL2/L1 
11,72 ± 2,58 g versus adipoBKL2/+ 18,09 ± 1,20 g; p = 0,03) (s. Abb. 4.15b). 
Diese Befunde werden auch durch repräsentative Lichtbild-Aufnahmen ausgewählter 
Fettdepots nach Kontroll- oder Hochfettdiät-Fütterungsregime untermauert. Die 
Größenunterschiede implizieren einen klaren Anstieg der Fettmassen nach HFD-Fütterung in 
den adipoBKL2/+-Depots, wohingegen die Fettgewebe der HFD-gefütterten adipoBKL2/L1-Tiere, 
insbesondere im Vergleich zur CD-Fütterung, nur unwesentlich zugenommen haben (s. Abb. 
4.15c). Auch repräsentative Gesamtaufnahmen der Tiere im Alter von 30 Wochen zeigen eine 
deutliche Zunahme der Körpermasse in adipoBKL2/+ nach HFD-Fütterung, welche durch 
Deletion des BK-Kanals in Adipozyten wiederum verhindert werden kann (s. Abb. 4.15d).  
Diese bisherigen Befunde konnten die Eingangshypothese ganz klar bestätigen und belegen, 
dass die Adipozyten-spezifische Deletion des BK-Kanals, einer HFD-induzierten Adipositas 
und massiver Fetteinlagerung entgegen wirken kann. Der adipozytäre BK-Kanal scheint somit 
ein potentielles Target für die Prävention von Übergewicht und Fettleibigkeit zu sein (s. Abb. 
5.1). 
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Abb. 4.15: Körperstrukturanalyse von adipoBK-Tieren bei CD- und HFD-Fütterung 
Untersuchung der Körperstruktur von Adipozyten-spezifisch BK-Kanal-defizienten Mäusen 
(adipoBKL2/L1) und Kontroll-Tieren (adipoBKL2/+) nach Kontrolldiät- (CD) und Hochfettdiät (HFD)-
Fütterung (A) Das Gewicht verschiedener Fettdepots, normiert auf die Tibialänge (TL), unterscheidet 
sich nach CD-Fütterung (offene Symbole) in adipoBKL2/L1 (rot, n=16) und adipoBKL2/+ (blau, n=20) in 
keinem der untersuchten Fettgewebe. Nach Fütterung von HFD (ausgefüllte Symbole) ist sowohl in 
interscapularem (intWAT), als auch in braunem Fettgewebe (BAT) und der mesenterischen Fettmasse 
(mWAT) eine signifikante Reduktion in adipoBKL2/L1 (n=21) gegenüber adipoBKL2/+ (n=18) zu erkennen. 
Die Masse an Leistenfett (iWAT) und perirenalem Fettgewebe (pWAT), sowie die daraus resultierende 
Summe (gesamt) ist in adipoBKL2/L1 sehr signifikant verringert. In epididymalem Fett (eWAT) ist eine 
tendenzielle Reduktion zu sehen. (B) Die Analyse der Körperstruktur mittels Soxhlet-Fettextraktion nach 
diätetischer Fütterung ergibt keine Unterschiede zwischen den Genotypen hinsichtlich des 
Wasseranteils und der Trockenmasse. Nach CD weist auch der Fettanteil von adipoBKL2/+ (n=5) und 
adipoBKL2/L1 (n=5) keine Unterschied auf. Nach HFD Fütterung ist eine signifikante Erhöhung des 
Fettanteils in adipoBKL2/+ (n=18) gegenüber adipoBKL2/L1 (n=21) zu verzeichnen. (C) Repräsentative 
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Abbildung von BAT, eWAT und iWAT nach CD- oder HFD-Fütterung. (D) Charakteristische Fotos von 
Tieren nach diätetischer Fütterung. (E) Repräsentative Aufnahmen der eröffneten Bauchhöhle von 
adipoBKL2/+ und adipoBKL2/L1 nach CD oder HFD im Alter von 30 Wochen. Die HFD-induzierte Zunahme 
der intraperitonealen Fettdepots sowie der Lebergröße scheint in den adipoBKL2/+-Mäusen besonders 
ausgeprägt zu sein. (A, B) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05; ** p < 
0,01. (C-E) Maßstabsbalken entsprechen 2 cm. 
Da neben der Prävention von Adipositas vor allem auch deren Therapie im Fokus der 
klinischen Forschung liegt und neue therapeutische Ansätze zur Bekämpfung von 
Übergewicht und Fettleibigkeit dringend benötigt werden, wurde im Rahmen dieser Arbeit in 
einem weiteren Fütterungsregime untersucht, ob die Deletion des adipozytären BK-Kanals bei 
bestehendem Übergewicht grundsätzlich auch therapeutisches nutzbar ist. 
Zur Induktion der Fettleibigkeit wurde wie beschrieben ein 18-wöchiges HFD-
Fütterungsprotokoll in adipoBKL2/+- und adipoBKL2/L1-Mäusen angewandt (s. Kapitel 3.4.1). Im 
Gegensatz zur Präventions-Studie wurde der BK-Kanal bei den Therapie-Kohorten erst im 
Alter von 19 Wochen durch konsekutive Applikation von Tamoxifen an fünf aufeinander 
folgenden Tagen deletiert (s. Kapitel 3.2.3). Zu diesem Zeitpunkt war die 
Körpergewichtszunahme in beiden Genotypen noch annähernd identisch (adipoBKL2/+ 32,35 ± 
1,05 g, adipoBKL2/L1 31,91 ± 0,80 g) Bezogen auf die Ausgangsgewichte der jeweiligen 
Genotypen ließ sich in diesem Alter auch kein Unterschied in der Gewichtszunahme der Tiere 
feststellen (adipoBKL2/+ 8,18 ± 1,00 g, adipoBKL2/L1 7,71 ± 0,76 g) (s. Abb. 4.16). 
Nach der Deletion des BK-Kanals war in der adipoBKL2/L1-Kohorte eine deutliche Abnahme 
des Köpergewichtes zu verzeichnen, welche bei adipoBKL2/+-Tieren deutlich weniger stark 
ausgeprägt war. Letztlich resultierte die durch Tamoxifen-Injektion induzierte Ablation des 
adipozytären BK-Kanals (s. Abb. 3.2) in deutlichen Körpergewichtsunterschieden zwischen 
den adipoBK-Genotypen. Zwei bis fünf Wochen nach Tamoxifen-Gabe erreichten diese 
Körpergewichtsdifferenzen Signifikanzniveau (s. Abb. 4.16a). Dieser Befund spiegelt sich auch 
in der prozentualen Körpergewichtszunahme (Δ Körpergewicht) wieder. Hier war ebenfalls 
eine deutliche und teilweise signifikante (2-5 Wochen nach Tamoxifen-Applikation) Reduktion 
der HFD-induzierten Körpergewichtssteigerung der adipoBKL2/L1-Tiere zu verzeichnen war (s. 
Abb. 4.16b). Des Weiteren resultiere das therapeutische Tamoxifen-Injektionsprotokoll in 
bereits HFD-gefütterten Mäusen in einer reduzierten Masse verschiedener Fettdepots. So 
konnten sowohl in braunem Fettgewebe, als auch in der mesenterischen Fettmasse sowie 
dem Leistenfettdepot signifikante Unterschiede detektiert werden. Auch in interscapularem 
WAT, wie auch perirenalem Fettgewebe und der Summe der untersuchten Depots war eine 
deutliche Tendenz zu reduzierten Fettmassen in adipoBKL2/L1-Tieren festzustellen (s. Suppl. 
Abb. 8a). Der finale Gewichtsunterschied der adipoBK-Genotypen fällt nach später, 
therapeutischer Injektion von Tamoxifen schwächer aus, als bei der frühen Deletion des 
adipozytären BK Kanals. Erwartungsgemäß fällt dementsprechend auch der Unterschied der 
prozentuale Körpergewichtszunahme der adipoBKL2/+- und adipoBKL2/L1-Tiere geringer aus 
und erreicht das Signifikanzniveau nicht (s. Suppl. Abb. 8b). Dennoch ist in der Tendenz eine 
reduzierte prozentuale Körpergewichtszunahme in adipoBKL2/L1-Tieren gegenüber den 
Kontrollen zu erkennen (p=0,09) (s. Suppl. Abb. 8b). Wie auch bei der Präventionskohorte 
differieren die Körpergrößen, gemessen an der Tibialänge, zwischen den beiden Genotypen 
nicht (s. Suppl. Abb. 8c). Die Deletion des BK-Kanals in Adipozyten scheint im Tiermodell 
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insbesondere unter einer besonders fettreichen Ernährung sowohl präventiv, als auch 
therapeutisch positive Effekte auf die Fettakkumulation und die damit verbundene 
Körpergewichtszunahme zu haben.  
 
 
Abb. 4.16: Pharmakologische Blockade des BK-Kanals in Adipozyten als Therapieoption bei 
HFD-induzierter Adipositas 
Untersuchung der Auswirkung einer späten (Woche 19-20) Deletion des BK-Kanals in Adipozyten, 
durch Tamoxifen-Injektion (TAM), auf die Entwicklung des Körpergewichtes in Kontrolltieren 
(adipoBKL2/+) und Adipozyten-spezifischen BK-Knockout-Tieren (adipoBKL2/L1) bei Hochfettdiät (HFD)-
Fütterung. (A) Durch Deletion des BK-Kanals im Alter von 19 Wochen wird das zuvor identisch 
verlaufende Körpergewicht von adipoBKL2/L1-Tieren (rot, n=23) signifikant reduziert, verglichen mit 
Kontroll-Wurfgeschwistern (blau, n=17). (B) Die prozentuale Veränderung des Körpergewichtes (Δ 
Körpergewicht [%]) ist in adipoBKL2/L1 von Woche 22 bis 25 ebenfalls signifikant reduziert (* Woche 22, 
23, 25; ** Woche 24). (A, B) Die Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05; ** 
p < 0,01. 
4.3.4 Untersuchungen zu Glucosemetabolismus, Insulin-
ausschüttung und verschiedenen Adipositas-assoziierten 
Biomarkern nach diätetischer Fütterung von adipoBK-Mäusen 
Mittels intraperitonealem Glucose-Toleranz-Test wurde der Glucose-Metabolismus von 
adipoBKL2/+- und adipoBKL2/L1-Mäusen näher untersucht (s. Kapitel 3.4.4). Dabei ergaben sich 
für 10 Wochen alte Tier vor diätetischer Fütterung, keine Unterschiede hinsichtlich des 
Glucose-Metabolismus (s. Abb. 4.17a). Nach 18 wöchiger Kontrolldiät weisen hingegen beide 
Genotypen tendenziell erhöhte Blutglucose-Werte auf. Insbesondere adipoBKL2/L1 scheinen 
bei der Verstoffwechslung der Kohlenhydrat-lastigen Kontrolldiät Defizite aufzuweisen, was 
teilweise zu signifikant erhöhten Blutglucose-Werten gegenüber adipoBKL2/+-Tieren führt (s. 
Abb. 4.17b). Nach einer besonders fettreichen Nahrung weisen adipoBKL2/L1-Mäuse jedoch 
signifikant geringere Blutglucose-Level als ihre Kontroll-Wurfgeschwister auf (s. Abb. 4.17c). 
Um neben der Glucose-Verstoffwechslung auch mögliche Insulinresistenzen erfassen zu 
können wurde den Tieren während des i.p. GTT zusätzlich eine geringe Menge an Blut zur 
Bestimmung der Plasma-Insulin-Spiegel entnommen (s. Kapitel 3.5.6.1). Während bei 10 
Wochen alten adipoBKL2/+ und adipoBKL2/L1 Tieren kein Unterschied in der Insulinfreisetzung 
zu erkennen war (s. Abb. 4.17d), zeigten adipoBKL2/+ Mäuse nach HFD-Fütterung massiv 
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erhöhte Serum-Insulin-Werte gegenüber Adipozyten-spezifisch BK-Kanal-defizienten Tieren 
(s. Abb. 4.17e). Zusammen mit den Befunden des i.p. GTT ergeben sich somit für die Kontroll-
Tiere massiv erhöhte Blutglucose-Werte bei gleichzeitig gesteigerter Insulinfreisetzung, was 
als deutlicher Hinweis auf eine vorliegende Insulinresistenz der Tiere gewertet werden kann. 
Die Ausschaltung des BK-Kanals ausschließlich in Adipozyten scheint dementsprechend auch 
vor einer HFD-assoziierten Insulinresistenz zu schützen. 
Die Fettzell- und Adipositas-Marker Adiponektin, Leptin und IL-6 sind gleichzeitig Faktoren, die 
positiv bzw. negativ mit der Insulinresistenz korrelieren. Als potentielle Modulatoren des 
metabolischen adipoBKL2/+ Phänotyps nach HFD-Fütterung wurden diese Marker daher mittels 
konventioneller ELISA-Technik untersucht (s. Kapitel 3.5.6) (s. Abb. 4.17f-h). 
Die Analyse der Serum-Protein-Level ergab keine Unterschiede für die Adiponektin-
Konzentrationen zwischen den beiden Genotypen und Diäten (s. Abb. 4.17f). 
Während nach CD-Fütterung die Leptin-Spiegel der adipoBKL2/L1 und adipoBKL2/+-Tiere 
identisch waren, lagen die Serum-Leptin-Spiegel in der Kontrollkohorte nach HFD signifikant 
höher (s. Abb. 4.17g). Da dies jedoch nicht zu einem gesteigerten Sättigungsgefühl oder 
daraus resultierend zu einer verringerten Futteraufnahme der adipoBKL2/+-Mäuse geführt hat 
(s. Abb. 4.14), impliziert dieser Befund eine Leptin-Resistenz der Tiere nach HFD-Fütterung. 
Auch die IL-6-Konzentration im Serum der Kontrollkohorte war nach HFD-Fütterung signifikant 
höher, als nach Kontrolldiät. Des Weiteren konnte auch ein deutlicher Anstieg im IL-6-Level 
der adipoBKL2/+-Tiere gegenüber der adipoBKL2/L1-Kohorte auf HFD beobachtet werden, 
welcher jedoch nicht signifikant ist (s. Abb. 4.17h). 
Auf Basis dieser Befunde kann festgehalten werden, dass die genetische Ablation des BK-
Kanals in Adipozyten nicht nur hinsichtlich der Fetteinlagerung und der Entwicklung des 
Körpergewichtes sondern auch metabolisch mit eine Reihe an positiven Effekten assoziiert zu 
sein scheint. Sowohl eine Insulinresistenz, als auch eine Resistenz gegenüber dem 
Sättigungshormon Leptin können durch die gewebsspezifische BK-Kanal Ablation verhindert 
werden. 
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Abb. 4.17: Glucose-Toleranz, Insulinausschüttung und Adipositas-assoziierte Biomarker in 
adipoBK-Tieren 
(A-C) Untersuchung der Glucose Toleranz in Adipozyten-spezifischen BK-Kanal-defizienten Tieren 
(adipoBKL2/L1) und deren Kontroll-Wurfgeschwister (adipoBKL2/+) mittels intraperitonealem Glucose-
Toleranz-Test (i.p. GTT) vor diätetischer Fütterung (PD, offene Dreiecke) sowie nach Kontrolldiät (CD, 
offene Rauten) oder Hochfettdiät (HFD, ausgefüllte Rauten). (A) Vor diätetischer Fütterung im Alter von 
10 Wochen zeigen adipoBKL2/L1 (rot, n=8) und adipoBKL2/+ (blau, n=7) keinen Unterschied hinsichtlich 
ihrer Blutglucose (BG)-Spiegel nach i.p. GTT. (B) Tendenziell erhöhte BG in adipoBKL2/L1 (n=8) 
gegenüber adipoBKL2/+ (n=7) im i.p. GTT nach CD, welche bei 60 min signifikant ist. (C) Signifikant 
höhere BG bei 15 und 30 min nach Glucose-Injektion in adipoBKL2/+ (n=8), verglichen mit adipoBKL2/L1 
(n=6) nach HFD. (D-H) Untersuchung der Insulin-Ausschüttung durch i.p. GTT-induzierten Glucose-
Stimulus und Serum-Konzentration Adipositas-assoziierter Biomarker mittels Enzym-gekoppeltem 
Immun-Adsorptions-Assay (ELISA). (D) Keine Unterschiede in den Plasma-Insulin-Spiegeln der 
adipoBKL2/L1 (n=13) und adipoBKL2/+ Mäuse (n=8) nach i.p. GTT PD. (E) Plasma-Insulin-
Konzentrationen in adipoBKL2/+ Tieren (n=6) sind gegenüber adipoBKL2/L1 Mäusen (n=5) im i.p. GTT 
nach HFD deutlich erhöht. Ein signifikanter Unterschied war 120 min nach Glucose-Injektion zu 
erkennen. (F) Identische Serum-Adiponektin-Spiegel nach CD oder HFD in adipoBKL2/L1 (CD n=5, HFD 
n=7) und adipoBKL2/+ Mäusen (CD n=7, HFD n= 10). (G) Keine Unterschiede in Serum-Leptin nach CD 
(adipoBKL2/+ n=7, adipoBKL2/L1 n=5). Nach HFD-Fütterung ist der Serum-Leptin Spiegel in adipoBKL2/+ 
(n=9) gegenüber adipoBKL2/L1 (n=6) signifikant erhöht. (H) Nach CD ist kein Unterschied hinsichtlich der 
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IL-6-Konzentration im Serum von adipoBKL2/+ (n=13) und adipoBKL2/L1 Tieren (n=9) erkennbar. HFD-
Fütterung steigert die IL-6 Serumkonzentration von adipoBKL2/+ (n=10) signifikant gegenüber CD (#). Im 
Vergleich zu adipoBKL2/+ (n=12) ist eine tendenzielle Erhöhung zu erkennen. 
(A-H) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). */# p < 0,05, ** p < 0,01. 
4.3.5 Verringerte Fettzell-Hypertrophie in adipoBKL2/L1 Mäusen nach 
HFD-Fütterung geht mit verminderten Entzündungsparametern 
und erhöhten Ucp1-Leveln einher 
Neben der Gesamt-Fettmasse spielen auch die Morphologie der Fettzellen sowie die daraus 
resultierende Modulation der Adipokin-Freisetzung eine zentrale Rolle für die Entstehung von 
metabolischen- und Entzündungs-assoziierten Folgeerkrankungen. Eine Hypertrophie von 
Adipozyten ist beispielsweise oftmals mit einer vermehrten Bildung von IL-6 verbunden, was 
im Folgenden zur Begünstigung der Entstehung von Insulinresistenz und Diabetes mellitus 
Typ II führen kann (Nishimura et al., 2009a; Nishimura et al., 2009b). Auch das 
Artherosklerose-Risiko steigt mit zunehmender Hypertrophie von Fettzellen und dem damit 
verbundenen Anstieg pro-inflammatorischer Cytokine (Diez and Iglesias, 2003). 
Die im Rahmen dieser Arbeit initiierte Charakterisierung des metabolischen adipoBKL2/L1 
Phänotypes wurde daher durch Bestimmung der Fettzellgrößen (s. Abb. 4.18a-c) sowie 
verschiedener Entzündungs- und Fettzellmarker fortgeführt. Der Umfang der Adipozyten 
wurde in lichtmikroskopischen Aufnahmen von Gefrierschnitten mittels AxioVision Software 
(Version 4.1, Zeiss) bestimmt (s. Kapitel 3.5.3). Im Alter von 10 Wochen, ergab sich hierbei, in 
Übereinstimmung mit dem Körpergewicht und der gesamten Fettdepotmasse (s. Abb. 4.13 
und Abb. 4.15), zwischen den Genotypen kein Größenunterschied für die iWAT Adipozyten.  
Bereits die Fütterung einer Kontrolldiät erhöhte in Kontrolltieren die Fettzellgröße jedoch 
signifikant, während in adipoBKL2/L1-Mäusen auch im Alter von 30 Wochen nach CD-Fütterung 
keine Hypertrophie der Fettzellen zu beobachten war. Die massive HFD-induzierte 
Gewichtszunahme (s. Abb. 4.13) führte erwartungsgemäß in beiden Genotypen zu einem 
klaren Anstieg der mittleren Adipozyten-Querschnittsfläche. Dieser Wachstumseffekt war in 
den adipoBK-defizienten Tieren gegenüber Wurfgeschwisterkontrollmäusen signifikant 
verringert (s. Abb. 4.18a). Auch die Ermittlung der Fettzellgrößenverteilung durch 
Klassifizierung der Adipozyten anhand ihrer Größe ergab nach besonders fettreicher 
Ernährung eine deutliche Verschiebung hin zu hypertrophen Zellen in adipoBKL2/+ Mäusen. 
Nach CD-Fütterung, sowie im Alter von 10 Wochen waren die meisten Fettzellen ≤ 3.000 µm² 
(s. Abb. 4.18b). Erwartungsgemäß unterscheidet sich dementsprechend auch die 
Fettzellgrößenverteilung der CD-gefütterten adipoBKL2/+ und adipoBKL2/L1 Tiere kaum von 
jener der Kohorten PD (s. Abb. 4.18b). Die repräsentative Darstellung von Ausschnitten 
lichtmikroskopischer Aufnahmen der iWAT-Gefrierschnitte veranschaulicht diese Befunde 
zusätzlich (s. Abb. 4.18c). 
Die Analyse der IL-6-mRNA-Expression mittels qRT-PCR (s. Kapitel 3.5.5) zeigte darüber 
hinaus auch eine signifikante Steigerung der lokalen IL-6-Spiegel in iWAT von adipoBKL2/+-
Tieren (s. Abb. 4.18d) auf, was die Schlussfolgerung einer Hypertrophie-bedingten Zytokin-
Bildung im iWAT weiter unterstützt. Des Weiteren impliziert dieser Befund, dass der 
adipozytäre BK-Kanal auch eine Ursache für den Anstieg der Serum-IL-6 Level in den HFD-
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gefütterten adipoBKL2/+-Tieren ist (s. Abb. 4.17h). Die lokal erhöhten IL-6-mRNA-Level 
scheinen jedoch nicht auszureichen, um auch global eine signifikante Erhöhung der Zytokin-
Spiegel im Blut zu erreichen (s. Abb. 4.17h). Dennoch führt die genetische Deletion des BK-
Kanals offensichtlich zu einer verminderten HFD-induzierten Hypertrophie der Fettzellen sowie 
geringeren Entzündungswerten im iWAT (s. Abb. 4.17h + Abb. 4.18d), was eine mögliche 
Erklärung für die verbesserte Glucosetoleranz (s. Abb. 4.17c) sowie die verringerte 
Insulinresistenz sein könnte (s. Abb. 4.17c+e). 
Das beschriebene Auftreten besonders kleinzelliger Fettzellen stellt möglicherweise auch 
einen Hinweis für ein vermehrtes Browning, also die Entstehung brauner Fettzellen innerhalb 
eines weißen Fettdepots dar, da BAT-Zellen im Vergleich zu weißen Fettzellen eine deutlich 
hypotrophe Morphologie aufweisen. Browning von Fettgewebe führt zur Entkopplung der 
Atmungskette in Mitochondrien und daraus resultierend, wie in der Literatur mehrfach 
beschrieben, zur vermehrten Thermogenese (Cannon and Nedergaard, 2004; Ukropec et al., 
2006; Fedorenko et al., 2012). Die Bildung von Wärme stellt neben dem Verbrauch von 
Energie zur Erzeugung von Muskelkraft und der Aufrechterhaltung der Vitalfunktionen einen 
der wichtigsten Prozesse zum Verbrauch von Energie im Körper dar. Dementsprechend wäre 
ein vermehrtes Browning von adipoBKL2/L1-Gewebe ein potentieller Erklärungsansatz für den 
schlanken Phänotyp der BK-defizienten Tiere. Die Expression des braunen Fettzellmarkers 
Uncoupling Protein 1 (Ucp1), gilt hierbei als Maß für das Browning von weißem Fettgewebe. 
Untersuchungen zur Ucp1 mRNA-Expression im iWAT mittels qRT-PCR zeigten eine 
signifikante Steigerung der Ucp1-Expression in adipoBKL2/L1-Gewebe gegenüber Kontroll-
Proben (s. Abb. 4.18e). Dies unterstützt die Hypothese, dass ein vermehrtes Browning und 
daraus resultierend eine vermehrte Thermogenese eine partielle Erklärung für den schlanken 
Phänotyp der adipoBKL2/L1-Tiere darstellen könnte. Weitere Befunde Ucp1 betreffend werden 




Abb. 4.18: Fettzellgröße und Adipozytenmarker in iWAT von adipoBK-Tieren 
Untersuchung der Fettzellgröße und Fettzellgrößenverteilung durch Vermessung von Adipozyten in 5-
10 repräsentativen Lichtmikroskopischen Aufnahmen von 14-µm Gefrierschnitten des Leistenfettes 
(iWAT) aus Adipozyten-spezifischen BK-Kanal Knockout-Tieren (adipoBKL2/L1) und deren Kontroll-
Wurfgeschwistern (adipoBKL2/+). Die Analyse erfolgte mit Hilfe der AxioVision Software (Zeiss). Bei der 
Auswertung wurde zwischen zentralen Bereichen (Mitte) und Randbereichen (Rand) der 
Gewebequerschnitte differenziert. (A) Fettzellgrößen in 10 Wochen alten (PD, gepunktete Füllung) ist 
identisch in adipoBKL2/+ (blau, n= 5) und adipoBKL2/L1 (rot, n=5) Tieren waren identisch. Nach Kontrolldiät 
(CD, ohne Füllung) sind die adipoBKL2/+ (n=5) iWAT-Zellen in zentral gelegenen Geweberegionen sowie 
im Mittel signifikant hypertropher als iWAT-Zellen der adipoBKL2/L1 Mäuse (n=4). Nach Hochfettdiät 
(HFD, ausgefüllte Symbole) sind adipoBKL2/+-Adipozyten (n=6) ebenfalls signifikant hypertroph 
gegenüber adipoBKL2/L1-Zellen (n=6). (B) Klassifizierung der Fettzellgrößen zeigt deutlich größere 
Anteile an kleinen Fettzellen PD und nach CD gegenüber HFD. AdipoBKL2/+-Gewebe enthält tendenziell 
mehr große Fettzellen als adipoBKL2/L1 nach CD und HFD. (C) Repräsentative Ausschnitte aus 
ungefärbten Gefrierschnitten von adipoBKL2/+ und adipoBKL2/L1 PD sowie nach CD und HFD. (D, E) 
Untersuchung der relativen messenger RNA (mRNA)-Expression in iWAT, bezogen auf β-Aktin, mittels 
quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR). (D) Interleukin 6 (IL-6) Expression ist signifikant geringer in 
adipoBKL2/L1- (n=8) gegenüber adipoBKL2/+-iWAT (n=8). (E) Signifikant erhöhte Expression von 
Uncoupling Protein 1 (Ucp1) in adipoBKL2/L1- (n=8) gegenüber adipoBKL2/+-iWAT (n=8). (A, D, E) 
Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05. (C) Maßstabsbalken entsprißcht 
100 µm. 
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4.3.6 Auswirkung der Adipozyten-spezifischen BK-Kanal-Deletion 
auf Lebergewicht und Fetteinlagerung in der Leber 
Auch eine massive Verfettung der Leber, eine sogenannte NAFLD (non-alcoholic fatty liver 
disease) stellt eine häufige und schwerwiegende Folgeerkrankung von Übergewicht dar und 
ist oft Vorläufer für weitaus schwerwiegendere Lebererkrankungen wie Lebersteatosen oder 
im schlimmsten Fall Hepatocarcinome. 
Wie im Zuge dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte kann eine globale Deletion des BK-
Kanals vor übermäßiger Fetteinlagerung in die Leber und einer daraus resultierenden NAFLD 
schützen (s. Abb. 4.5). Ob auch die Adipozyten-spezifische BK-Kanal-Exzision diesen Schutz 
bieten kann, oder ob hierfür neuronale BK-Kanäle oder beispielsweise BK-Kanäle in den 
Hepatozyten selbst verantwortlich sind ist bislang unklar wurde und wurde im Zuge dieser 
Arbeit mit Hilfe des adipoBK-Modells näher untersucht. 
Interessanterweise ergab die Ölrot-Färbung von hepatischen Gefrierschnitten bereits nach 
CD-Fütterung einen partiellen Schutz vor hepatischen Fetteinlagerungen in den schlanken 
adipoBKL2/L1-Mäusen (s. Abb. 4.19a). Nach HFD-Fütterung war das Ausmaß dieser Protektion 
sogar noch deutlicher (s. Abb. 4.19b). Dies spiegelt sich auch in den erhobenen 
Lebergewichten, normiert auf die Tibialänge, wieder. Während im Alter von 10 Wochen sowie 
nach CD-Fütterung hinsichtlich der normierten Lebermasse kein Unterschied zwischen den 
beiden adipoBK-Genotypen festzustellen war, führte die HFD-Fütterung in den adipoBKL2/+-
Tieren zu einer hochsignifikanten Zunahme des Lebergewichtes. Diese war auch gegenüber 
adipoBKL2/L1 nach HFD-Fütterung signifikant erhöht (s. Abb. 4.19c). Die Deletion des BK-
Kanals in Adipozyten scheint demnach, ähnlich wie die globale BK-Ausschaltung, zuverlässig 
vor einer massiven Verfettung der Leber und der daraus resultierenden NAFLD und 




Abb. 4.19: Analyse der Leber von adipoBK-Mäusen 
Repräsentative Darstellung von Ölrot-gefärbten, 8 µm dicken Gefrierschnitten aus Lebern von Kontroll-
Mäusen (adipoBKL2/+, n=3) und Tieren mit BK-Kanal-Knockout in Adipozyten (adipoBKL2/L1, n=3) Tieren 
nach Kontrolldiät (CD)- (A) oder Hochfettdiät (HFD)-Fütterung (B). Dargestellt ist jeweils ein 
repräsentativer Gewebeausschnitt pro Tier. Fetteinlagerungen sind als rot angefärbte Tropfen zu 
erkennen. AdipoBKL2/L1-Gewebe weist hierbei im Vergleich zu adipoBKL2/+-Leber sowohl nach CD als 
auch insbesondere nach HFD deutlich geringere Abschnitte an Ölrot-gefärbten Fetteinlagerungen auf. 
(C) Die Lebermasse, normiert auf die Tibialänge (TL), ist vor diätetischer Fütterung (PD) in adipoBKL2/L1-
Tieren (rot, n=12) und adipoBKL2/L1-Tieren (blau, n=9) nicht unterschiedlich. Auch nach CD-Fütterung 
sind keine Unterschiede im normierten Lebergewicht vorhanden (adipoBKL2/L1 n=16, adipoBKL2/+ n=20), 
die Leber/TL-Verhältnisse der über 18 Wochen CD-gefütterten Mäuse liegen jedoch insgesamt etwas 
höher. Nach HFD zeigen adipoBKL2/+ Mäuse (n=18) signifikant erhöhte Lebermassen gegenüber 
adipoBKL2/L1-(n=21) sowie gegenüber adipoBKL2/+-Mäusen nach CD (#). 
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4.3.7 Untersuchung der BAT-Morphologie im adipoBK-Mausmodell 
nach Fütterung verschiedener Diäten 
Die Untersuchung der Ucp1 mRNA-Expression in iWAT von adipoBK-Tieren ergab nach HFD 
eine signifikante Erhöhung in der adipoBKL2/L1-Kohorte, gegenüber den Kontrollen (s. Abb. 
4.18d). Auf Grund dieses Hinweises auf ein vermehrtes Browning im iWAT wurde im Zuge 
dieser Arbeit auch die Morphologie des braunen Fettgewebes näher untersucht. Hierfür 
wurden Gefrierschnitte von BAT nach CD- oder HFD-Fütterung angefertigt (s. Kapitel 3.5.2.2).  
Hämatoxylin & Eosin Färbung der Schnitte (s. Kapitel 3.5.2.3) ergab bereits nach CD eine 
Hypertrophie der BAT-Zellen in adipBKL2/+, welche in adipoBKL2/L1-Schnitten nicht nachweisbar 
war (s. Abb. 4.20a, links). Auch die Fluoreszenzfärbung der Kerne mittels Hoechst® (s. Kapitel 
3.5.2.5) ergab in Übersichtsaufnahmen eine höhere Kerndichte in den adipoBKL2/L1-Schnitten 
(s. Abb. 4.20a, rechts). Die Quantifizierung der angefärbten Zellkerne mittels 
semiautomatisierter Methode (s. Kapitel 3.5.4) bestätigte nach CD-Fütterung eine tendenziell 
erhöhte Anzahl an Zellkernen pro µm2 in BK-defizientem Fettgewebe im Vergleich zum 
Kontrollgewebe (s. Abb. 4.20b). 
Nach Hochfett-Diät konnte in HE-gefärbtem Kontrollgewebe eine stark ausgeprägte 
Hypertrophie der BAT-Zellen beobachtet werden, wohingegen adipoBKL2/L1-Gewebe auch hier 
noch immer geschützt zu sein scheint (s. Abb. 4.20c, links). Repräsentative Bilder der Schnitte 
nach Kernfärbung zeigen erneut eine deutlich erhöhte Zellkerndichte im adipoBKL2/L1 BAT (s. 
Abb. 4.20c, rechts), welche durch die semiautomatisierte Quantifizierung der Zellkerne 
bestätigt werden konnte. Die Deletion des BK-Kanals in Adipozyten resultiere demnach in 
einer hochsignifikanten Erhöhung der Zellkerndichte nach HFD-Fütterung gegenüber 
adipoBK-Kontrollen (s. Abb. 4.20d). Die verringerte Hypertrophie des adipoBKL2/L1 BATs kann 
als Hinweis auf eine Verbesserung der BAT-Aktivität nach BK-Kanal-Ablation gewertet 
werden. In Übereinstimmung mit dieser Schlussfolgerung ist auch der BMI bekanntermaßen 




Abb. 4.20: Verminderte BAT-Hypertrophie in adipoBKL2/L1 nach HFD 
(A) Repräsentative Darstellung von Hämatoxylin & Eosin (HE)-gefärbten 8-µm Gefrierschnitten aus 
braunem Fettgewebe (BAT) von Tieren mit Adipozyten-spezifischer BK-Kanal Deletion (adipoBKL2/L1) 
und Wildtyp-Wurfgeschwistern (adipoBKL2/+) nach Kontrolldiät (CD)-Fütterung (linke Spalte) zeigen 
leicht verminderte Hypertrophie in adipoBKL2/L1. Gefrierschnitte mit Kernfärbung mittels Hoechst® (DAPI) 
sind in der rechten Spalte dargestellt. (B) Auszählung der Zellkerne aus 5-10 repräsentativen 
Aufnahmen der Fluoreszenzfärbung, mittels FIJI-Software, zeigt eine tendenziell höhere Zellkerndichte 
in adipoBKL2/L1 (n=5) gegenüber adipoBKL2/+ (n=5). (C) Deutlich reduzierte Hypertrophie in HE-gefärbten 
Gefrierschnitten von BAT aus adipoBKL2/L1 gegenüber adipoBKL2/+ (linke Spalte). Kernfärbung mittels 
Hoechst® von BAT-Gewebe ist in der rechten Spalte dargestellt. (D) Ermittlung der Zellkerndichte zeigt 
hochsignifikant mehr Zellkerne pro Fläche in adipoBKL2/L1 (n=5) verglichen mit adipoBKL2/+ (n=5). (A, C) 
Maßstabsbalken entsprechen 100 µm. (B, D) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). 
*** p < 0,001. 
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4.3.8 Erhöhte Körpertemperatur und Aktivität in adipoBKL2/L1 nach 
HFD-Fütterung 
Da sich sowohl durch den Befund der erhöhten Ucp1 mRNA-Spiegel im iWAT nach HFD (s. 
Abb. 4.18e), als auch die durch verminderte Hypertrophie des BATs in adipoBKL2/L1 (s. Abb. 
4.20a-d) Hinweise auf eine potentielle Beteiligung des BAT/Browning Systems auf den 
Phänotyp der adipoBKL2/L1-Tiere ergeben, sollte in weiteren Versuchen die Auswirkung einer 
vermehrten BAT-Aktivität und/oder eines vermehrten Brownings von WAT untersucht werden. 
Da beides in einem Anstieg der zitterfreien Thermogenese resultiert wurde hierzu die 
Körperkerntemperatur der adipoBK-Tiere mit Hilfe eines Telemetrie-basierten 
Detektionssystems aufgenommen und anschließend im Tagesprofil ausgewertet. Um 
Gewichts- oder Tempertatur-modulierende Effekte durch potentiell veränderte lokomotorische 
Aktivität ausschließen zu können wurde auch diese im telemetrischen Setup erfasst. 
Nach Kontrolldiät ergab sich hierbei jedoch für die ermittelte Körpertemperatur weder im 
Tagesprofil (s. Abb. 4.21a), noch hinsichtlich der gemittelten Werten der Hell- oder 
Dunkelphase (s. Abb. 4.21b) ein Unterschied zwischen den adipoBK Genotypen, der auf eine 
vermehrte Thermogenese hingewiesen hätte. Auch die Aktivität der Tiere ergab keinerlei 
Divergenz zwischen den Genotypen (s. Abb. 4.21c-d). Ebenso war zu Beginn der Diät weder 
unter Kontrolldiät (s. Suppl. Abb. 9a-d) noch unter Hochfettdiät (s. Suppl. Abb. 9e-h) ein 
Unterschied in der Körpertemperatur oder der lokomotorischen Aktivität zu verzeichnen. 
 
Abb. 4.21: Telemetrische Erfassung von Körpertemperatur und Aktivität in adipoBK Mäusen 
während der CD-Fütterung 
Mittels telemetrischer Messung erfasste Körpertemperatur und lokomotorische Aktivität von 30 Wochen 
alten Adipozyten-spezifischen BK-Kanal-Knockout Mäusen (adipoBKL2/L1) und deren Kontroll-
Wurfgeschwister (adipoBKL2/+) unter Kontrolldiät (CD). Die Haltung der Tiere erfolgt innerhalb eines 12-
stündigen Tag-Nacht-Rhythmus (7h-19h). (A) Darstellung der Körpertemperatur im Tagesprofil zeigt 
keine signifikanten Unterschiede zwischen adipoBKL2/+ (blau, n=4) und adipoBKL2/L1 (rot, n=4). (B) Die 
gemittelte Körpertemperatur über Nacht (19h-7h), Tag (7h-19h) oder 24h (7h-7h) ist nicht signifikant 
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unterschiedlich zwischen den beiden Genotypen. (C) Die Aktivität der Tiere im Tagesverlauf 
unterscheidet sich zwischen adipoBKL2/L1 und adipoBKL2/+ nicht. (D) Die gemittelte Aktivität während der 
Nacht, dem Tag oder innerhalb 24h zeigte ebenfalls keine Genotyp-bedingten Unterschiede. (A-D) 
Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). 
Im Gegensatz zu diesen Befunden auf CD, konnte im Tagesprofil während der aktiven 
Dunkelphase nach Hochfettdiät-Fütterung eine deutlich höhere Körpertemperatur in 
adipoBKL2/L1-Tieren detektiert werden (s. Abb. 4.22a). Dies resultierte auch im 12-Stunden 
Mittel in einer signifikant erhöhten Temperatur von etwa 0,3 °C (adipoBKL2/L1 36,78 ± 0,07 °C 
versus adipoBKL2/+ 36,46 ± 0,12 °C). Auch Während der Tag-Phase sowie im 24-Stunden 
Mittel war die Körpertemperatur der Knockout-Tiere leicht erhöht (s. Abb. 4.22b), was Hinweis 
auf eine vermehrte Ucp1-abhängige Thermogenese der adipoBKL2/L1-Tiere sein könnte. 
Die Ermittlung der lokomotorischen Aktivität ergab jedoch auch eine verminderte Aktivität in 
adipoBK-Kontrolltieren nach 18-wöchiger HFD-Gabe (s. Abb. 4.22c). Sowohl im Mittel der 
Nacht-Phase wie auch im 24-Stunden Mittel war eine signifikante Reduktion der Aktivität der 
adipoBKL2/+-Mäuse zu erkennen (s. Abb. 4.22d). Diese verringerte lokomotorische Aktivität ist 
möglicherweise auf das erhöhte Körpergewicht und -volumen der Tiere sowie die damit 
assoziierte Bewegungseinschränkung zurück zu führen. 
In den schlankeren adipoBKL2/L1-Mäusen ließ sich eine entsprechend erhöhte Aktivität der 
Tiere feststellen (s. Abb. 4.22c+d). Dass hier auch die Aktivitäts-induzierte Thermogenese zu 
einem Anstieg der Körpertemperatur beiträgt kann demensprechend nicht vollständig 
ausgeschlossen werden. 
Dennoch legen die bisherigen Befunde zur Ucp1-Expression im iWAT (s. Abb. 4.18e) und den 
morphologischen Unterschiede im BAT (s. Abb. 4.20) auch eine Beteiligung von braunem 
Fettgewebe und vor allem auch von Browning weißer Fettdepots an der erhöhten 
Körpertemperatur der adipoBKL2/L1-Tiere nahe. 
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Abb. 4.22: Telemetrische Erfassung von Körpertemperatur und Aktivität in adipoBK Mäusen 
während der HFD-Fütterung 
Mittels telemetrischer Messung erfasste Körpertemperatur und lokomotorische Aktivität von 30 Wochen 
alten Adipozyten-spezifischen BK-Kanal-Knockout Mäusen (adipoBKL2/L1) und deren Kontroll-
Wurfgeschwister (adipoBKL2/+) unter Hochfettdiät (HFD). Die Haltung der Tiere erfolgt innerhalb eines 
12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus (7h-19h). (A) Darstellung der Körpertemperatur im Tagesprofil zeigt 
eine Erhöhung der Körpertemperatur in adipoBKL2/L1 (rot, n=6) gegenüber adipoBKL2/+ (blau, n=6) 
während der aktiven Phase der Tiere (Nacht). (B) Die mittlere Körpertemperatur der adipoBKL2/L1-Tiere 
ist während der aktiven Phase (19h-7h) gegenüber der adipoBKL2/+-Körperkerntemperatur signifikant 
erhöht. Während des Tages (7h-19h) sowie im 24h-Mittel (7h-7h) ist kein signifikanter Unterschied 
zwischen den beiden Genotypen zu sehen. (C) Die Aktivität der Tiere im 24-Stundenverlauf scheint, 
während der Nacht-Phase, in den adipoBKL2/L1 Tieren leicht erhöht. (D) Die gemittelte nächtliche 
Aktivität der adipoBKL2/L1 Mäuse, sowie der 24h-Mittelwert sind gegenüber adipoBKL2/+ 
Wurfgeschwisterkontrollen signifikant erhöht in (A-D) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler 
(SEM). * p < 0,05, ** p < 0,01. 
4.3.9 Hinweise auf vermehrtes Browning im iWAT von adipoBKL2/L1 
Tieren nach CD- und HFD-Fütterung 
Um diese Hypothese bezüglich der Beteiligung des adipozytären BK-Kanals an Browning-
Prozessen weiter nachzugehen wurde auch iWAT von adipoBK-Tieren hinsichtlich der Ucp1-
Expression untersucht. Die immunhistochemische Färbung des Proteins mittels DAB-Methode 
(s. Kapitel 3.5.2.4) ergab in Gefrierschnitten aus iWAT nach Kontrolldiät eine deutliche 
Braunfärbung in adipoBKL2/L1, wohingegen weder in adipoBKL2/+-Geweben noch in den 
Negativkontrollen (ohne Primärantikörper) eine erkennbare Ucp1-indizierende Braunfärbung 
zu detektieren war. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der Zellgrößen-Analyse in den 
adipoBKs nach CD-Fütterung (s. Abb. 4.18a+b), welche in den adipoBK-defizienten Tieren 
einen > 80%-igen Anteil an sehr kleinen Fettzellen mit einer Querschnittsfläche von weniger 
als 1000 µm² offenbarte. Dieser kleinzellige Zellverband, welcher auch in den repräsentativen 
lichtmikroskopischen Aufnahmen zu erkennen ist (s. Abb. 4.18c, mittig), weist morphologisch 
eine hohe Ähnlichkeit mit dem braunem Fettgewebe auf (s. Abb. 4.20a+c). 
Auch nach HFD-Fütterung war mittels Western Blot Analyse (s. Kapitel 3.5.7.4) eine deutlich 
erhöhte Menge an Ucp1-Protein in den adipoBKL2/L1-Proben detektierbar. (s. Abb. 4.23b). 
Nach Normierung der quantifizierten Immunoblots ergab sich für das BK-Kanal negative iWAT 





Abb. 4.23: Untersuchung der Ucp1-Expression im iWAT von adipoBK Tieren 
(A) Immunhistochemische Färbung von Gefrierschnitten des Leistenfettes (iWAT) mittels DAB-
Methode. Die Visualisierung der Expression von Uncoupling Protein 1 (Ucp1) wird durch braune 
Färbung des mit Primärantikörper (anti-Ucp1) behandelten Gewebes ermöglicht. Gewebe aus 
Adipozyten-spezifischen BK-Kanal-defizienten Tieren (adipoBKL2/L1) weisen eine deutlich stärkere 
Braunfärbung als Gewebe aus Kontroll-Tieren (adipoBKL2/+) auf. Negativ-Kontrollen (ohne 
Primärantikörper) zeigen die Spezifität des anti-Ucp1-Antikörpers. (B) Untersuchung der Ucp1-
Expression in iWAT mittels Western Blot nach Hochfettdiät (HFD) zeigt vermehrtes Vorkommen von 
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Ucp1 in adipoBKL2/L1 Geweben. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) dient als 
Ladungskontrolle (C) Quantifizierung des Western Blots zeigt eine signifikant erhöhte Expression von 
Ucp1, normiert auf GAPDH, in adipoBKL2/L1 (n=4) bezogen auf adipoBKL2/+-Gewebe (n=3). (A) 
Maßstabsbalken entsprechen 100 µm. (C) Abbildung zeigt Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). ** p < 
0,01. 
Zusammengefasst belegen die Befunde zur Ucp1-Expression (s. Abb. 4.18e und Abb. 
4.23b+c) sowie die erhöhten Körperkerntemperaturen (s. Abb. 4.22) die Hypothese, dass der 
adipozytäre BK-Kanal direkt in die Regulation des Brownings und/oder der BAT-Aktivität 
involviert ist. Die Deletion des Kanals scheint mit einer Zunahme der Ucp1-assoziierten 
Thermogenese assoziiert, was wiederum als eine wichtige Komponente des schlanken 
Phänotyps der adipoBKL2/L1-Tiere zu verstehen ist. Körpergewichtsvorteile sowie eine 
gesündere Körperstruktur mit geringem Fettanteil (s. Abb. 4.15) führen, wahrscheinlich 
sekundär, auch zu Veränderungen im Aktivitätsprofil der Tiere (s. Abb. 4.22). Hierbei 
präsentieren sich die adipoBKL2/L1-Tiere mit einer Aktivitätserhöhung, was wiederum zu einem 
vermehrten Arbeitsumsatz und damit Aktivitäts-induzierter Thermogenese und Einem Anstieg 





Adipositas und insbesondere auch die damit assoziierten Folgeerkrankungen wie Diabetes 
mellitus Typ I und II (Colditz et al., 1990; Harris et al., 1998; Hypponen et al., 2000; Kanaya et 
al., 2004), Hypertonie und vaskuläre Erkrankungen (Mahajan et al., 2015), vaskuläre Demenz 
(Gustafson et al., 2003; Kanaya et al., 2004), obstruktive Atemwegsbeschwerden und 
Gelenkschmerzen sowie Arthrose und rheumatoide Arthritis (Pedersen et al., 2006; Crowson 
et al., 2013; Wesley et al., 2013; Daien and Sellam, 2015) stellen in der heutigen Zeit ein immer 
größer werdendes Gesundheitsrisiko dar, welches mittlerweile weltweit pandemische 
Ausmaße annimmt. Neben den gesundheitlichen und soziopsychologischen Aspekten der 
Erkrankung stellen auch die damit einhergehenden massiven Kosten für das 
Gesundheitssystem ein immer größer werdendes Problem dar. Obwohl sich die Adipositas-
Forschung besonders in den letzten Jahren enorm weiterentwickelt hat und viele neue 
Erkenntnisse hinsichtlich der Pathogenese der Erkrankung beschrieben wurden, ist es bislang 
nicht gelungen, effektive und erfolgsversprechende Therapiemethoden gegen diese 
Volkskrankheit zu entwickeln. Nicht zuletzt ist dies auf die Vielzahl der Pathogenitätsfaktoren 
zurück zu führen. Um eine weitere Ausbreitung verhindern zu können, werden aus diesem 
Grund dringend neue Therapieansätze benötigt. In mehreren Arbeiten konnte in den letzten 
Jahren ein Zusammenhang zwischen der Entstehung von Adipositas in Mensch und Tier und 
dem BK-Kanal aufgedeckt werden (Hu et al., 2009; Jiao et al., 2011; Zhang et al., 2012), 
welcher durch aktuelle Befunde der Arbeitsgruppen Prof. Ruth und JProf. Lukowski (B. 
Mohammad, unveröffentlichte Dissertation, Pharmazeutisches Institut, Universität Tübingen, 
2014) und die hier vorliegende Dissertation ganz klar bestätigt und weiter untermauert werden 
konnten. 
Konkret wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss des BK-Kanals auf die Entstehung von 
Übergewicht und Adipositas untersucht. Insbesondere die peripheren Effekte des 
adipozytären BK-Kanals in Hinblick auf Neubildung von Fettzellen sowie deren Proliferation 
standen dabei im Fokus dieser Arbeit. Die in vitro Experimente wurden durch Untersuchungen 
in Mausmodellen mit globaler und fettzellspezifischer BK-Kanal Ablation ergänzt. Ziel dieser 
Versuche war es, die Suszeptibilität der Mäuse mit BK-Kanal-Ablation im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren zu analysieren. Zusammengenommen deuten die Entwicklung des Körpergewichts 
sowie Analysen zur Körperzusammensetzung und Thermogenese nach CD- und HFD-
Fütterung in den BK-defizienten Mausmodellen daraufhin, dass der (adipozytäre) BK-Kanal 
effektiv vor DIO, sowie exzessiver Fetteinlagerung und weiteren metabolischen 
Veränderungen schützt. 
Neben offensichtlichen und naheliegenden Faktoren wie dem Ausmaß der Nahrungszufuhr 
und dem diesem gegenüberstehenden Verbrauch von Energie durch körperliche Aktivität 
wurde in den letzten Jahren immer mehr deutlich, dass die Entwicklung von Körpergewicht 
und Körperstruktur und damit einhergehend auch die Entstehung von Erkrankungen wie 
Adipositas oder dem metabolischen Syndrom durch ein komplexes Netzwerk vieler Faktoren 
beeinflusst wird. Das Darmmikrobiom (Backhed et al., 2005; Turnbaugh et al., 2006; Chen et 
al., 2014; Barlow et al., 2015), ebenso wie genetische Faktoren (Farooqi et al., 2003; Roth et 
al., 2004; Lee and Cui, 2009; Ahmad et al., 2013), spielen eine zentrale Rolle bei der 
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Regulation der Energiehomöostase des Körpers. Ionenkanäle sind auf Grund ihrer weiten 
Expression sowie ihrer essentiellen Funktion in erregbaren und nicht-erregbaren Zellen für 
nahezu alle physiologischen Prozesse im Körper von besonderer Bedeutung. Sie sind 
beispielsweise in der Lage, die fein justierten neuronalen Prozesse der Regulation von Hunger 
und Sättigungsgefühl zu steuern und somit die Nahrungsaufnahme zu regulieren (Fadool et 
al., 2011; Straub et al., 2011; Chen et al., 2016). Auch der Glucose-Metabolismus und die 
Energiehomöostase können direkt durch Ionenkanäle reguliert und moduliert werden, was 
bereits in Kapitel 1.5 näher ausgeführt wurde. 
Der BK-Kanal ist hierbei neben anderen Kaliumkanälen immer wieder in den Fokus 
verschiedener Forschergruppen gerückt. Seine Identifikation in murinen 3T3-L1-
Präadipozyten (Zhang et al., 2012) sowie in humanen Präadipozyten (Hu et al., 2009) und 
insbesondere seine zentrale Funktion bei der Zellzyklusprogression (Hu et al., 2009) legen 
bereits einen hohen Stellenwert bei der Steuerung der Fettzellreifung und sowie der 
Proliferation der Präadipozyten nahe. Eine erst kürzlich veröffentlichte genomweite 
Assoziationsstudie belegt die Existenz des BK-Kanals in subkutanem abdominellem 
Fettgewebe und isolierten humanen Fettzellen von Patienten und stellt darüber hinaus einen 
klaren Zusammenhang zwischen einer massiven Überexpression des BK-Kanals und 
schwerer Adipositas her (Jiao et al., 2011). Diese Befunde implizieren, dass der BK-Kanal ein 
wichtiges neues Target zur Steuerung der Körpergewichtsentwicklung und somit im Endeffekt 
auch einen Angriffspunkt zur Therapie und Prävention von Adipositas darstellt. 
5.1 Adipozytäre BK-Kanal-Deletion schützt effektiv vor 
exzessiver Gewichtszunahme und Adipositas 
Durch Analyse verschiedener BK-Kanal-defizienter Mauslinien konnten wir zeigen, dass der 
adipozytäre BK-Kanal bei der Entstehung und Manifestation von Adipositas und Diabetes eine 
Rolle spielt. In Übereinstimmung mit den GWAS-Befunden der Gruppe um H. Jiao (Jiao et al., 
2011) ergab die Analyse von Mäusen mit globaler Deletion des BK-Kanals eine massiv 
reduzierte Zunahme des Körpergewichtes unter HFD-Fütterung, ein Befund der insbesondere 
mit einer Reduktion des Körperfettanteils in Zusammenhang steht (s. Abb. 4.3). Die 
aufgenommene Nahrungsmenge der beiden Genotypen unterschied sich hierbei nicht (s. 
Suppl. Abb. 2e), was wiederum den Schluss nahelegt, dass die BK-Kanal Deletion Einfluss 
auf die Nahrungsverwertung und/oder die Energiehomöostase zu haben scheint, nicht jedoch 
auf das Sättigungsgefühl oder die Quantität der Nahrungsaufnahme. Ebenso wie bei einer 
extrem fettreichen Nahrung scheinen BK-defiziente Tiere auch vor exzessiver 
Gewichtszunahme durch die Gabe einer Kohlenhydrat-reichen Diät geschützt zu sein (s. 
Suppl. Abb. 3). Dies legt die Vermutung nahe, dass die protektiven Effekte der BK-Kanal 
Ablation in einer Nährstoff-unabhängigen Weise wirken und/oder der BK-Kanal sowohl 
Stoffwechselwege der Kohlenhydrat- als auch der Fett-Verwertung beeinflusst.  
Darüber hinaus führte die globale Deletion des BK-Kanals auch in dem etablierten ob/ob 
Adipositas-Modell zu einer hochsignifikanten Reduktion des Körpergewichtes und der 
Körperfettmasse (s. Abb. 4.10a-f), was den BK-Kanal auch zu einem potentiellen Target für 
die Therapie schwer adipöser humaner Probanden macht. Besonders der positive Einfluss auf 
die Körperfettmasse stellt hierbei ein vielversprechendes Resultat dar, da weniger das 
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Körpergewicht als vielmehr der Fettanteil mit schwerwiegenden metabolischen und anderen 
pathologischen Effekten verbunden ist (Pouliot et al., 1992; Pouliot et al., 1994; Fontana et al., 
2007; Nishimura et al., 2009a). 
Wie vorausgegangene Arbeiten zeigen konnten (B. Mohammed, unveröffentlichte 
Dissertation, Pharmazeutisches Institut, Universität Tübingen, 2014), ist die verringerte 
Körpergewichtszunahme der globalen BKL1/L1 Tiere teilweise auf die Deletion neuronaler BK-
Kanäle, insbesondere im Bereich der hypothalamischen Bahnen, zurück zu führen. Die 
zentrale Deletion des BK-Kanals mittels Nestin-Cre Mausmodell konnte die Effekte des 
globalen BK-Knockouts jedoch nur partiell erklären, was wiederum auch eine Beteiligung 
peripherer BK-Kanäle an der Regulation von Körpergewicht und Adipogenese nahelegt. 
Unterstützt wird diese Vermutung durch die bereits beschriebenen Befunde von Jiao et al., 
welche eine Überexpression des BK-Kanals im Fettgewebe und in isolierten Adipozyten 
schwer adipöser Patienten beschreiben (Jiao et al., 2011).  
Im Zuge dieser Arbeit gelang erstmalig auch der Nachweis der BK-Kanal-Expression auf 
mRNA- und Protein-Ebene in verschiedenen BK+/+ und adipoBKL2/+ Fettdepots. Als 
Spezifitätskontrollen dienten dabei die Fettdepots der entsprechenden globalen bzw. 
gewebespezifischen Knockout-Tiere (s. Abb. 4.1, s. Abb. 4.12). 
Elektrophysiologische Untersuchungen in Kooperation mit Prof. Mike Shipston (University of 
Edinburgh, UK) zeigten darüber hinaus sowohl in 3T3-L1-Präadipozyten wie auch in murinen 
Primärzellkulturen Evidenz für Paxillin-sensitive Ströme (s. Suppl. Abb. 5c + nicht gezeigte 
Daten). Der Anstieg an BK-Protein nach Fettzellreifung (s. Suppl. Abb. 5b) steht in Einklang 
mit dem Befund eines tendenziell höheren BK-mRNA Levels nach Induktion der Präadipozyten 
(s. Abb. 4.7h, s. Suppl. Abb. 5a). Es scheint möglich, dass der BK-Kanal nicht nur die 
Proliferation von Präadipozyten moduliert (Hu et al., 2009) sondern auch in reifen Fettzellen 
eine wichtige Funktion innehat. So könnte der BK-Kanal beispielsweise durch Modulation der 
intrazellulären Calciumionen-Konzentration direkt Einfluss auf die Calcineurin-vermittelte 
Steuerung der Differenzierung nehmen (Neal and Clipstone, 2002; Szabo et al., 2008). Aber 
auch eine Interaktion mit verschiedenen, in Fettzellen exprimierten, TRP-Kanälen scheint 
denkbar. Ein solches Zusammenspiel zwischen BK- und TRP-Kanälen konnte beispielsweise 
bereits in nephralen Geweben, Chrondrozyten oder bronchialem Epithel gezeigt werden 
(Fernandez-Fernandez et al., 2008; Hdud et al., 2014b; Li et al., 2016). Die genauen zu Grunde 
liegenden Mechanismen werden zu einem späteren Zeitpunkt näher diskutiert (Abb. 5.1). Auch 
die im Zuge dieser Arbeit etablierten und durchgeführten Zellkultur-Experimente ergaben, dass 
der BK-Kanal offensichtlich auch in Fettzellen, Einfluss auf metabolische und/oder 
Proliferations- und Reifungs-Prozesse hat. Differenzierungs- und Wachstumsuntersuchungen 
an epididymalen Präadipozyten zeigten signifikante Unterschiede in der Generierung reifer 
Fettzellen zwischen BK+/+ und BKL1/L1-Zellen. Auf Grund des schlankeren Phänotypes der BK-
defizienten Mäuse und der Beobachtung Proliferations-hemmender Effekte durch BK-
Blockade mittels Paxillin in 3T3L1-Zellen in vitro (Hu et al., 2009), war der Reifungsphänotyp 
der entsprechenden Präadipozyten zunächst unerwartet: In den BK-defizienten 
Präadipozytenkulturen waren mehr adhärente Zellen (s. Abb. 4.7d+e) und auch eine 
signifikant stärkere Ölrot-Färbung (s. Abb. 4.7a-c) zu beobachten. Dies lässt auf eine 
vermehrte Proliferation oder Differenzierung BK-defizienter Präadipozyten und Fettzellen 
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schließen, was als Hyperplasie im Sinne einer vermehrten Entstehung von kleinen Fettzellen 
zu verstehen ist (Mitschke et al., 2013). Kleine Fettzellen, welche wenig gefüllte Triglycerid-
Vakuolen aufweisen, scheinen im Gegensatz zu hypertrophen Adipozyten nicht im 
Zusammenhang mit der vermehrten Freisetzung proinflammatorischer Cytokine und der 
Entstehung von Insulinresistenz zu stehen. Damit ist ihre Bildung im Hinblick auf Adipositas 
und Diabetes eher günstig zu bewerten. Auch eine vermehrte Bildung brauner Fettzellen in 
dieser weißen Fettzellkultur könnte eine mögliche Erklärung für die vermehrte Entstehung 
reifer Adipozyten in BKL1/L1-Kulturen darstellen. Die qRT-PCR-Analyse klassischer Browning-
Marker wie Ucp1, Prdm16, PGC1α und PPARγ konnte diese Hypothese in vitro jedoch nicht 
bestätigen. Auf Grund der eher geringen Ausbeute an reifen Adipozyten in den eWAT-Kulturen 
(<20%) und dem gleichzeitig recht hohen Anteil an Fibroblasten sowie anderen Zelltypen der 
stromavaskulären Fraktion scheint die Vermutung naheliegend, dass insbesondere schwächer 
ausgeprägte Regulationen der Browning-Marker in diesem Versuchsansatz maskiert wurden. 
Darüber hinaus weisen eWAT-Kulturen eine geringere Browning-Kapazität auf, als subkutane 
iWAT-Depots (Mitschke et al., 2013). Möglicherweise müssen diese Analysen nach geeigneter 
Aufreinigung der Kulturen, beispielsweise nach Trypsinierung, wiederholt werden. Auf diese 
Weise wäre vermutlich eine deutliche Reduktion des Anteils der stromvaskulären Fraktion 
möglich. Hinsichtlich der Fettzellgröße ergaben sich bei der Analyse von eWAT-Depots aus 
BK+/+ und BKL1/L1-Tieren sowohl für die absolute Fettzellgröße, also auch nach deren 
Normierung auf die entsprechende Tibialänge signifikant geringere Werte für die BK-
defizienten Tiere (Daten nicht gezeigt), was die These der Expansion von gesunden, kleinen 
Adipozyten zu untermauern scheint. Interessanterweise scheint dieser Effekt auf das eWAT 
beschränkt zu sein, denn iWAT-Zellen zeigten in Kultur keine signifikanten Genotyp-bedingten 
Unterschiede hinsichtlich des finalen Ölrot-Gehaltes. Repräsentative lichtmikroskopische 
Aufnahmen legen jedoch den Schluss nahe, dass auch in den Kulturen aus subkutanem 
Leistenfett BK-defiziente Zellen eine kleinzelligere Morphologie aufweisen als die 
korrespondierenden Wildtypzellen. Zusammenfassend liefern diese Befunde klare Hinweise 
auf eine Beteiligung des adipozytären BK-Kanals an der Fettzellreifung und/oder Proliferation 
der Zellen. Dementsprechend ist die genetische Deletion des Kanals direkt mit dem schlanken 
Phänotyp der BKL1/L1-Tiere assoziiert. Die globale Deletion des BK-Kanals ist darüber hinaus 
jedoch auch mit einer Reihe negativer pathologischer Veränderungen wie Ataxie (Sausbier et 
al., 2004), Reizblasensymptomatik (Sprossmann et al., 2009), erektiler Dysfunktion (Werner 
et al., 2005; Werner et al., 2008) und Hypertonie (Patterson et al., 2002; Sausbier et al., 2005) 
assoziiert, was hinsichtlich eines systemischen Ansatzes zur Hemmung BK-Kanals bei 
Adipositas als nachteilig zu bewerten wäre. 
Um selektiv die Rolle des BK-Kanals in Adipozyten untersuchen zu können, wurde im Rahmen 
dieser Arbeit mit Hilfe einer Adipozyten-spezifischen Cre-Mauslinie (Sassmann et al., 2010) 
eine Fettzell-spezifische BK-KO Mauslinie generiert. Die Effizienz der erst kürzlich generierten 
adipoCre-Linie wurde durch Verpaarung mit Doppel-Fluoreszenz Reporter-Tieren überprüft 
und ergab nach Tamoxifen-Injektion eine hocheffiziente, nahezu vollständige Aktivierung der 
Cre-Rekombinase sowohl im eWAT als auch im iWAT der untersuchten Tiere (s. Abb. 
4.11a+b). In braunem Fettgewebe gestaltete sich die Quantifizierung der Cre-vermittelten 
Rekombinationseffizienz mit diesem Reporteransatz auf Grund der grünen Autofluoreszenz 
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des BAT schwieriger. Hier lässt sich auf Grund der Abnahme der roten Fluoreszenz nach 
Applikation von Tamoxifen dennoch eine partielle Aktivierung der Cre-Rekombinase 
bestätigen (s. Abb. 4.11c). Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Studien überein, in denen 
nach Tamoxifen-Injektion im WAT eine mehr als 90%-ige und im BAT eine etwa 10%-ige Cre-
vermittelte Rekombinationsaktivität beobachtet wurde (Sassmann et al., 2010). Der Nachweis 
der Cre-Spezifität mittels DNA-PCR und anschließender Agarose-Gelelektrophorese ergab 
eine für Fettgewebe (eWAT, iWAT, BAT) spezifische Rekombination, während alle weiteren 
untersuchten Gewebe wie beispielsweise Gehirn, Pankreas, Darm oder Muskel keine 
Gendeletion nach Aktivierung der Cre-Rekombinase mittels Tamoxifen aufwiesen. Die 
Bestätigung der Adipozyten-Spezifität war von großer Bedeutung um sicherzustellen, dass der 
ermittelte Phänotyp ausschließlich auf adipozytäre BK-Kanäle und nicht etwa auf BK-Effekte 
aus anderen Organen und Zelltypen zurück zu führen ist. Insbesondere für neuronale 
Strukturen (Beisan Mohammed, unveröffentlichte Dissertation, Pharmazeutisches Institut 
Universität Tübingen, 2014) sowie pankreatische β-Zellen (Dufer et al., 2011) konnte bereits 
gezeigt werden, dass der BK-Kanal eng mit der Körpergewichtsentwicklung und 
metabolischen Prozessen wie der Insulinfreisetzung verknüpft ist. Auch die Kontraktilität des 
Darms unterliegt dem Einfluss neuronaler BK-Kanäle im enterischen Nervensystem, obgleich 
die gastrointestinale Passagezeit hiervon nicht beeinflusst wurde (unveröffentlichte 
Diplomarbeit, J. Illison, Pharmazeutisches Institut Universität Tübingen, 2010). 
Die Befunde zur Adipozyten-Spezifität konnten auf mRNA und Protein-Ebene mittels qRT-
PCR bzw. Immunfluoreszenz-Färbungen bestätigt werden (s. Abb. 4.12). Die bei der qRT-
PCR auftretenden BK-Signale in eWAT und iWAT der adipoBKL2/L1-Tiere sind vermutlich zum 
einen auf unspezifische Signale des hochsensitiven Systems (vgl. Suppl. Abb. 5a) als auch 
auf BK-Kanäle innerhalb der stromavaskulären Fraktion des Fettgewebes sowie die 
enthaltenen Neuronen zurückzuführen. Dies wird insbesondere bei Betrachtung der 
Immunfluoreszenz-Färbungen deutlich (s. Abb. 4.12a+d). Während bei adipoBKL2/+-Tieren 
mittels rot fluoreszierender Antikörper eine deutliche Färbung in Einklang mit der Morphologie 
der jeweiligen Fettzellen auftritt (vgl. Abb. 4.12b+e), konnten bei adipoBKL2/L1-Tieren lediglich 
sehr kleine Zellen mit rotem Fluoreszenzfarbstoff detektiert werden. Auf Grund der 
morphologischen Untersuchungen verschiedener weißer Fettgewebe wird deutlich, dass sich 
die rot markierten Zellen morphologisch deutlich von Fettzellen abheben. Um die genaue 
Identität der vermeintlichen stromavaskulären Fraktion sicherzustellen müssten jedoch weitere 
Untersuchungen, wie beispielsweise Fibroblasten-spezifische Co-Färbungen durchgeführt 
werden. 
Zusammengenommen bestätigen der genetisch codierte Cre-Reporter sowie die 
Untersuchungen zur BK-Kanalexpression in der adipoBKL2/L1 Mauslinie erstmals die 
hocheffiziente sowie fettzellspezifische Ausschaltung des BK-Kanals in verschiedenen 
Fettzelldepots. Dieses Adipozyten-spezifische BK-Kanal Knockout-Modell ermöglichte es, im 
Zuge dieser Arbeit erstmals, die Rolle des Fettzell-BK-Kanals bei der Entwicklung des 
Körpergewicht sowie exzessiver Fetteinlagerung und auch metabolischen Veränderungen im 
Körper zu untersuchen. Auf Grund der Gewebs-Selektivität des adipoBK Mausmodells war 
eine differenzierte Betrachtung der in vivo Funktion des BK-Kanals im Fettgewebe möglich. 
So konnten adipozytäre BK-Effekte ohne Einfluss durch primäre Veränderungen neuronaler 
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Regelkreise, beispielsweise des Hunger- oder Sättigungsgefühls, zentral regulierte 
Komponenten der Energiehomöostase sowie neuronaler Effekte in der Peripherie, 
beispielsweise durch Veränderungen β-adrenergen Innervierung brauner Fettdepots, 
untersucht werden. Auch beschriebene Effekte des BK-Kanals in anderen peripheren 
Organen, wie beispielsweise dem Pankreas (Dufer et al., 2011), konnten in diesem Modell 
ausgeblendet werden. Die beschriebene Ataxie, sowie der Tremor global BK-defizienter BK-
Tiere (Sausbier et al., 2004), welche in einer vermehrten Kontraktion der Muskulatur 
resultieren und somit die Energiehomöostase positiv beeinflussen konnten durch die 
adipozytäre Exzision des BK-Kanals ebenfalls umgangen werden. 
Unsere Untersuchungen an Adipozyten-spezifischen BK-Kanaldefizienten Tieren (s. Abb. 4.11 
+ Abb. 4.12) ergaben in der Tat auch hier eine klare Reduktion der Körpergewichtszunahme 
gegenüber Kontrolltieren (s. Abb. 4.13). Diese ist im Adipozyten-spezifischen Modell 
(adipoBKL2/+ 18,58 ± 1,1 g; adipoBKL2/L1 13,85 ± 0,99 g; Δ ca. 4,7 g) nicht so stark ausgeprägt 
wie in Mäusen mit globaler BK-Deletion (BK+/+ 16,44 ± 0,83 g; BKL1/L1 8,37 ± 0,56 g; Δ ca. 8,1 
g). Dennoch lässt sich ein erheblicher Teil (ca. 60%) des schlanken Phänotypes der Tiere über 
die Ausschaltung des adipozytären BK-Kanals erklären. In globalen BKL1/L1 Mäusen konnte 
eine reduzierte Tibialänge gegenüber Wildtyptieren festgestellt werden (s. Suppl. Abb. 2c + 
Suppl. Abb. 3c), was mit einer reduzieren Gesamtkörpergröße und -masse einhergeht und in 
Einklang mit früheren Befunden zur Anus-Nasen-Länge der Tiere steht (Sausbier et al., 2004). 
Außerdem spiegelt sich dieser Befund im reduzierten Startgewicht der Mäuse zu Beginn der 
Fütterungsversuche (s. Abb. 4.3a+c + Suppl. Abb. 3a), sowie unter Fütterung mit CD und HFD 
wieder (s. Abb. 4.3a,b,g) und erschwerte hierdurch einen direkten Vergleich der 
Körpergewichtsentwicklung der Tiere. AdipoBK-Tiere wiesen hingegen keinerlei signifikanten 
Genotyp-spezifischen Entwicklungsunterschiede, Differenzen der Tibialänge (s. Suppl. Abb. 
6b) oder basale Unterschiede hinsichtlich des Körpergewichtes auf (s. Abb. 4.13a, c), was 
einen direkten Vergleich der Körpergewichtszunahmen und Fetteinlagerung der Kohorten 
ermöglicht. Da auch der untersuchte tägliche Futterkonsum sowohl zu Beginn, als auch am 
Ende der Fütterungsversuche keinerlei signifikante Unterschiede zwischen adipoBKL2/+ und 
adipoBKL2/L1-Tieren aufwies (s. Abb. 4.14), konnte auch ein Einfluss der zugeführten 
Nahrungsaufnahme auf die unter HFD-Fütterung beobachtete Reduktion der 
Körpergewichtszunahme ausgeschlossen werden. Außerdem macht dieser Befund deutlich, 
dass der adipozytäre BK-Kanal keinen Einfluss auf die Nahrungsaufnahme hat, wohingegen 
in globalen BK-KO Tieren tendenziell leicht verringerte absolute und auf das metabolische 
Gewicht bezogene Futteraufnahmen detektiert werden konnten (unveröff. Dissertation, Beisan 
Mohammad, Pharmazeutisches Institut Universität Tübingen und A. Schürmann, Deutsches 
Zentrum für Diabetesforschung, Potsdam-Rehbrücke). Auch weitere Kaliumkanäle sind mit der 
Regulation der Nahrungsaufnahme assoziiert. So konnte gezeigt werden, dass die 
Ausschaltung der Kir6.2 Untereinheit des KATP-Kanals die orektische Wirkung von Ghrelin in 
vagalen Ganglien unterbinden kann (Grabauskas et al., 2015). Adipozytär sezerniertes Leptin 
kann darüber hinaus KATP-Kanäle in hypothalamischen Regionen modulieren und hat somit 
direkte Auswirkungen auf Hunger- und Sättigungsgefühl in Ratten (Spanswick et al., 1997). Im 
Gegensatz dazu scheint der adipozytäre BK-Kanal keine orexigenen oder anorexigene Effekte 
auf den Organismus auszuüben. 
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Die beobachteten Effekte hinsichtlich der Körpergewichtsentwicklung der adipoBK-Tiere 
scheinen ausschließlich auf periphere BK-abhängige Effekte bezüglich der Energieverwertung 
und/oder dem Metabolismus zurückzuführen zu sein und keinen Einfluss auf die 
Nahrungsaufnahme der Tiere zu haben. Da adipoBK-Tiere des Weiteren, im Gegensatz zu 
BKL1/L1-Mäusen, keine cerebelläre Ataxie oder damit assoziiertes Muskelzittern und Tremor 
aufwiesen (Sausbier et al., 2004), konnten auch diese zentral vermittelten BK-Effekte, welche 
für einen nicht unwesentlichen Energieverbrauch verantwortlich sein könnten, als Ursache des 
schlanken Phänotypes der adipoBKL2/L1-Tiere ausgeschlossen werden. Stattdessen legen die 
bisherigen Befunde den Schluss nahe, dass sowohl im Tiermodell, als auch beim Menschen 
(Jiao et al., 2011) ein kausaler Zusammenhang zwischen adipozytären BK-Kanälen und der 
Entwicklung des Körpergewichtes besteht. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass 
bei den Probanden der GWAS-Studie auch Veränderungen der zentralen BK-Kanal-
Expression nicht ausgeschlossen werden können, da im Zuge der von Jiao et al. 
beschriebenen Untersuchungen lediglich das Fettgewebe der Individuen, nicht jedoch 
Biopsien weiterer Gewebe analysiert wurden. Im Mausmodell hingegen konnte im Zuge dieser 
Arbeit sowohl die hohe Effizienz der adipoCre-Rekombinase (s. Abb. 4.11a-c) als auch die 
Adipozyten-Spezifität dieses Rekombinationssystems nachgewiesen werden (s. Abb. 4.11d), 
so dass ein Einfluss von BK-Kanälen in Muskeln, Pankreas, Duodenum oder Neuronen in 
verschiedenen Regionen des Gehirns sowie der Peripherie (wie beispielsweise des 
enterischen Nervensystems) bei adipoBK-Tieren ausgeschlossen werden konnte. Wie 
Fütterungsversuche mit Kontrolldiät zeigen konnten, scheint der BK-Kanal keinen direkten 
Einfluss auf die Entwicklung des Körpergewichtes bei physiologisch ausgewogener 
Nahrungsaufnahme zu haben (s. Abb. 4.13a+b). Im Gegensatz dazu scheint er jedoch sehr 
wohl an der Entstehung von exzessiver Gewichtszunahme und Fetteinlagerung unter 
hochkalorischen Bedingungen beteiligt zu sein (s. Abb. 4.13c+d). Dies steht wiederum in 
Einklang mit den Befunden der Arbeitsgruppe um Hong Jiao, die keinen direkten 
Zusammenhang zwischen dem KCNMA1-SNP rs2118630 und dem BMI der Probanden 
feststellen konnten und stattdessen zu dem Schluss kamen, dass der BK-Kanal lediglich für 
die extrem ausgeprägte Fetteinlagerungen bei Adipositas, nicht jedoch für moderate Anstiege 
der Körperfettmasse verantwortlich ist (Jiao et al., 2011). Ähnliche Befunde konnten außerdem 
für Kv1.3-defiziente Tiere ermittelt werden, welche ähnlich wie BK-KO Mäuse ein deutlich 
reduziertes Körpergewicht unter normalem Chow-Futter aufweisen und darüber hinaus 
ebenfalls vor HFD-induzierter Adipositas geschützt sind (Xu et al., 2003c; Fadool et al., 2011). 
Der Phänotyp dieses Tiermodelles scheint jedoch in vollem Umfang auf KV1.3-Kanäle im 
olfaktorischen Bulb zurück zu führen zu sein, wie erst jüngst eine Arbeit zur olfaktorische 
Bulbektomie an KV1.3-/- und Wildtyptieren aufzeigen konnte (Tucker et al., 2012). 
Über präventive Erfolge hinaus konnte im Zuge dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass die 
genetische Deletion des adipozytären BK-Kanals zur Gewichtsreduktion bei bereits 
bestehender Adipositas beiträgt (s. Abb. 4.16a+b). Während das Körpergewicht der 
adipoBKL2/+-Kohorte auch bei später Deletion des BK-Kanals weitestgehend unbeeinflusst 
blieb, führte die Exzision des Kanals in adipoBKL2/L1-Tieren in den ersten zwei Wochen nach 
Tamoxifen-Injektion sogar zu einer Abnahme des Körpergewichtes und im weiteren Verlauf zu 
einer deutlich reduzierten Körpergewichtszunahme (t20-30 adipoBKL2/+ 7,40 ± 1,03 g und 
  Diskussion 
 167 
adipoBKL2/L1 5,33 ± 0,56 g; p = 0,06). Die im Gegensatz zur Präventionskohorte nicht durchweg 
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden adipoBK-Genotypen sind möglicherweise auf 
interindividuelle Schwankungen der Körpergewichte innerhalb der adipoBKL2/+-Gruppen 
zurück zu führen. Dies wird bei Berücksichtigung des Endgewichtes der Kohorten im Alter von 
30 Wochen deutlich. Hier präsentieren sich adipoBKL2/+-Tiere mit früher Tamoxifen-Applikation 
mit einem Körpergewicht von 42,30 ± 1,16 g, wohingegen die Kontrolltiere der späten Cre-
Rekombinase-Aktivierung lediglich ein Gewicht von 41,09 ± 1,90 g aufweisen. Zwischen den 
adipoBKL2/L1-Kohorten mit präventiver, früher BK-Deletion und therapeutischer, später Gen-
Exzision, ist hingegen kein Unterschied zu verzeichnen (frühe Deletion 37,74 ± 1,12 g; t20 
37,68 ± 1,12 g). Während das verringerte Körpergewicht in globalen BKL1/L1 Tieren nicht 
ausschließlich auf die veränderten Fettmassen sondern, möglicherweise auch durch die 
Größenunterschiede bedingt, auf verringerte Trocken- und Wasseranteile der Tiere zurück zu 
führen waren (s. Abb. 4.3f) ist sowohl hinsichtlich des Wasseranteils als auch mit Blick auf den 
Trockenanteil der Tiere kein Unterschied zwischen adipoBKL2/L1 und adipoBKL2/+ Mäusen zu 
erkennen. Dementsprechend scheint der HFD-bedingte Anstieg des Körpergewichtes in 
adipoBKL2/+ Tieren, verglichen mit Tieren auf CD, einzig und allein auf einen Anstieg der 
Körperfettmasse zurück zu führen zu sein (s. Abb. 4.15b). Dies spiegelt sich auch in der 
Analyse verschiedener Fettdepots (s. Abb. 4.15a), sowie makroskopisch erkennbar an der 
Größe ausgewählter Fettgewebe wieder (s. Abb. 4.15c-e). Da die Fettmasse sowohl durch die 
Anzahl an Adipozyten als auch deren Größe beeinflusst wird und insbesondere die 
Hypertrophie von Fettzellen mit einem Anstieg pro-inflammatorischer Parameter und 
Insulinresistenz assoziiert ist (Vozarova et al., 2001; Trujillo et al., 2004; Klover et al., 2005; 
Fontana et al., 2007; Eder et al., 2009), wurden im Rahmen dieser Dissertation verschiedene 
Fettgewebe auch auf zellulärer Ebene untersucht. Eine auf die Tibialänge normierte Analyse 
der Fettzellgröße in adipoBK-Tieren nach HFD-Fütterung ergab eine deutliche Hyperplasie 
von iWAT-Zellen in adipoBKL2/L1 sowohl nach CD als auch nach HFD-Fütterung (s. Abb. 4.18a-
c). Dies steht wiederum in Einklang mit den im globalen BK Mausmodell erhobenen Befunden. 
In diesen Tieren war ebenfalls eine reduzierte Fettzellgrößen im eWAT aus BKL1/L1 gegenüber 
Wildtyptieren nach HFD erkennbar (Daten nicht gezeigt). In iWAT-Präadipozyten Kulturen 
konnte im Gegensatz zu eWAT-Kulturen jedoch kein Unterschied im Gesamt-Ölrot-Gehalt 
festgestellt werden, dennoch gab es morphologische Hinweise auf Unterschiede in der 
Fettzellgröße und dem Ausmaß der eingelagerten Fettvakuolen, wie bereits beschreiben. 
Diese Befunde stehen im Einklang mit den Ergebnissen der eWAT-Zellkulturexperimente (s. 
Abb. 4.7a-e). Zusammengenommen unterstützen sie die Hypothese, dass der Mangel an BK-
Kanal möglicherweise eine hypertrophe Expansion von Fettgewebe verhindert und 
stattdessen, beispielweise über vermehrte Proliferation von Präadipozyten, die Vermehrung 
metabolisch gesunder kleinzelliger Fettzellen im Zuge einer Hyperplasie fördert. Die 
Bestimmung des Ölrot-Gehaltes als Maß für die Triglycerid-Einlagerung der ausgereiften 
Fettzellen stellt in diesem Zusammenhang möglicherweise keine optimale Methode für diese 
Art der Fettzellanalyse dar, da lediglich eine Aussage über die gesamte Menge an 
eingelagerten Triglyceriden, nicht jedoch über die Größe und Qualität der Fettzellen gemacht 
werden kann. Statt dessen sollte über die Ölrot-Quantifizierung hinaus auch die Anzahl der 
reifen Fettzellen und/oder deren Größe analysiert werden um aufzuklären, ob die Deletion des 
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BK-Kanals tatsächlich auch in vitro mit der Expansion kleiner, gesunder Fettzellen in iWAT 
von adipoBKL2/L1-Tieren assoziiert ist. Gestützt wird diese Hypothese des Weiteren durch 
Ergebnisse der Untersuchungen zur IL-6 Expression in iWAT nach HFD-Fütterung. Diese 
zeigen auf, dass die verringerte Fettzellgröße der adipoBKL2/L1-Tiere in vivo auch mit signifikant 
erniedrigten IL-6 mRNA-Leveln assoziiert ist (s. Abb. 4.18d). Neben lokalen IL-6 Differenzen 
ergaben Serum-Untersuchungen auch global tendenziell erniedrigte Spiegel des pro-
inflammatorischen Proteins (P = 0,11) in BK-Kanal-defizienten Tieren gegenüber Kontrollen, 
welche verglichen mit der IL-6-Konzentration nach CD sogar deutlich und signifikant erhöht 
waren (s. Abb. 4.17h). Dies lässt darauf schließen, dass die lokal erhöhte Expression von IL-
6 in iWAT möglicherweise auch systemisch zu (nicht signifikant) erhöhten Interleukin-
Serumspiegeln führt. Da dauerhaft erhöhte IL-6-Level Indikator für chronisch entzündliche 
Prozesse sind, welche wiederum direkt den Metabolismus, insbesondere die Insulinsensitivität 
beeinflussen können (Pickup et al., 1997; Pradhan et al., 2001; Vozarova et al., 2001; Klover 
et al., 2005), wurden im Zuge dieser Arbeit auch metabolische Prozesse wie Insulinfreisetzung 
und Glucose-Toleranz näher untersucht. 
5.2 Schutz vor metabolischen und inflammatorischen 
Veränderungen durch adipozytäre BK-Kanal-Deletion 
Wie am hiesigen Institut bereits gezeigt werden konnte, scheint der BK-Kanal auch in die 
Glucose Homöostase und die β-Zell-Viabilität involviert zu sein (Dufer et al., 2011). Wie Düfer 
et al. zeigen konnten, hat die globale Deletion des BK-Kanals in Mäusen mit genetischem 
Hybrid-Hintergrund (C57Bl6/SV129) keinen Einfluss auf die Nüchtern-BG-Konzentration, 
resultiert jedoch in einer signifikant verschlechterten Glucosetoleranz der Tiere. Die basale 
Glucose-induzierte Insulin-Freisetzung durch Glucose-Konzentrationen von weniger als 10 
mMol/l in vitro ergab keinerlei Unterschiede zwischen isolierten Pankreaszellen der 
verschiedenen BK-Genotypen. Bei höheren Glucosekonzentrationen (10-30 mMol/l) war die 
Insulinfreisetzung der BKL1/L1-Tiere jedoch signifikant verringert. Da im Insulingehalt der β-
Zellen keinerlei Unterschiede zwischen den Genotypen detektiert werden konnten, kamen die 
Autoren zu dem Schluss, dass der verminderten Glucose-Toleranz der BKL1/L1-Mäuse nicht 
eine verminderte Insulinbildung per se, sondern vielmehr eine Störung in der Insulinfreisetzung 
zu Grunde liegen muss (Dufer et al., 2011). Auch die mehr als verdoppelte Apoptose-Rate BK-
defizienter Pankreaszellen spielt hierbei möglicherweise eine zentrale Rolle und weist darauf 
hin, dass der BK-Kanal nicht nur die elektrophysiologische Steuerung der β-Zellfunktion 
beeinflusst, sondern auch an Signalkaskaden zur Regulation des apoptotischen Zelltodes der 
Inselzellen beteiligt ist (Dufer et al., 2011). Unsere aktuellen Untersuchungen konnten die 
vorbenannten Befunde auch in BK-defizienten Tieren auf C57Bl6-Hintergrund verifizieren. 
Während nüchtern (vor Applikation des Glucose-Bolus) keine Unterschiede in der Blutglucose-
Konzentration zu verzeichnen waren, zeigte sich sowohl im Alter von 10 Wochen, vor 
diätetischer Fütterung, als auch nach 18-wöchiger CD in BKL1/L1-Mäuse schwere Defizite im 
Glucose-Metabolismus (s. Abb. 4.1a+b). Die hierbei beobachtete signifikant reduzierte 
Insulinfreisetzung der BK-Mutanten lässt ebenfalls eine Störung der Insulinfreisetzung 
vermuten (s. Abb. 4.4d). Dass es sich hierbei in der Tat um eine aus der β-Zell-spezifischen 
Ablation des BK-Kanals resultierende Störung handelt, wird bei Betrachtung der adipoBK 
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Mauslinie deutlich. Im Gegensatz zum globalen Modell sind im Alter von 10 Wochen zwischen 
adipoBKL2/L1 und den entsprechenden Kontrollen zu keinem Zeitpunkt Unterschiede in der 
Blutglucose-Konzentration zu verzeichnen (s. Abb. 4.17a) und auch die Insulinfreisetzung 
scheint von der BK-Deletion in Adipozyten nicht beeinflusst zu werden (s. Abb. 4.17d). Nach 
18-wöchiger Kontrolldiät weisen die adipoBKL2/L1 Mäuse, trotz ihres gegenüber adipoBKL2/+-
Tieren unveränderten finalen Körpergewichtes, tendenziell erhöhte Blutglucose-
Konzentrationen gegenüber den entsprechenden Kontrollen auf, welche 1 Stunde nach 
Applikation der Glucoselösung das Signifikanzniveau erreichten. Nach 120 min sind die 
Blutzucker-Werte annähernd wieder auf ein basales Niveau abgesunken, was deutlich macht, 
dass die adipoBKL2/+ und insbesondere adipoBKL2/L1-Tiere im Gegensatz zu BKL1/L1-Mäusen 
selbst hohe Glucose-Stimuli physiologisch gut verwerten können. Da eine Deletion des BK-
Kanals im Pankreas Adipozyten-spezifischer Knockout-Tiere ausgeschlossen wurde (s. Abb. 
4.11d), könnte eine mögliche Erklärung hierfür sein, dass die im globalen Mausmodell 
beobachteten Defekte in der Insulin-Freisetzung aus β-Zellen nicht ausschließlich auf den BK-
Kanal der Inselzellen zurück zu führen ist. Beispielsweise kommuniziert das Fettgewebe über 
sezernierte Hormone wie Adiponektin und Omentin (de Souza Batista et al., 2007; Romacho 
et al., 2013; Knights et al., 2014; Proenca et al., 2014), sowie PEDF und PGRN (Famulla et 
al., 2011; Li et al., 2014) mit der β-Zelle, ein Mechanismus über den auch die periphere 
Deletion des BK-Kanals in Adipozyten die Insulin-Freisetzung gewichtsunabhängig 
modulieren kann. Um hier gesicherte Schlüsse ziehen zu können ist eine Analyse der 
Insulinspiegel dieser Tiere während des GTT erforderlich. Die parallel durchgeführten 
Untersuchungen zur Glucose-Toleranz der BK- und adipoBK-Tiere nach 18-wöchiger 
Hochfett-Diät, machen die vom Fütterungszustand und Körpergewicht abhängige Rolle des 
BK-Kanals auf die Glucose-Homöostase deutlich. AdipoBKL2/L1-Mäuse zeigen nach 
Applikation des Glucose-Bolus eine signifikant verbesserte Aufnahme der Glucose in Gewebe, 
was durch die signifikant verringerten Blutglucose-Konzentrationen deutlich wird (s. Abb. 
4.17c). Da diese gleichermaßen mit deutlich reduzierten Plasma-Insulin-Konzentrationen 
einhergehen (s. Abb. 4.17e), kann davon ausgegangen werden, dass die BK-Kanal Deletion 
in Adipozyten neben einem generellen Schutz vor exzessiver Gewichtszuname und 
Fetteinlagerung auch metabolische Prozesse wie die Insulinsensitivität der Tiere verbessert. 
AdipoBKL2/+-Mäuse sind hingegen trotz deutlich gesteigerter Insulinfreisetzung in Folge des 
Glucose-Stimulus offensichtlich nicht in der Lage, die entstehenden Blutglucose-Spitzen 
abzufangen. Aus diesem Grund kann bei den Kontrolltieren im Zusammenhang mit den 
vorherigen Befunden zu Körpergewicht und Fettmasse vom Vorliegen eines metabolischen 
Syndroms ausgegangen werden. Im Gegensatz dazu scheinen adipoBKL2/L1-Tiere neben ihrer 
verminderten Fett- und Körpergewichtszunahme auch vor der Ausbildung einer solchen 
Insulinresistenz geschützt zu sein. Interessanterweise ist nach Hochfett-Diät zwischen den 
globalen BK+/+ und BK-/- Mäusen hinsichtlich der Glucose-Toleranz kein Unterschied mehr zu 
erkennen (s. Abb. 4.4c). Dies resultiert vermutlich aus der Überlagerung der zuvor 
beschriebenen Befunde zum Körpergewicht und zur Insulinfreisetzung in den entsprechenden 
Genotypen. Während beispielsweise BK+/+-Tiere im Gegensatz zu ihren KO-Wurfgeschwistern 
von einer funktionalen Insulin-Freisetzung profitieren, entwickelt sich in den Kontrolltieren nach 
HFD-Fütterung ein krankhaftes Übergewicht. Die unter diesen Bedingungen beobachtete 
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übersteigerte Insulin-Freisetzung kann demnach als eine Reaktion der β-Zelle auf die 
zunehmende Insulinresistenz verstanden werden. Da sich die HFD-gefütterten BK+/+-Tiere 
nach der 18-wöchigen Überernährung mit einer generell schlechteren Glucose-Toleranz 
präsentieren, ist der physiologisch sinnvolle Kompensationsmechanismus bereits insuffizient. 
Die Insulinüberproduktion scheint aber noch auszureichen, um die negativen Körper- und 
Fettgewichtseffekte auf den Blutzucker-Spiegel auszugleichen. Letztlich schneiden BK+/+-
Tiere und die schlankeren BK-defizienten Mäuse im GTT gleich ab, was sicherlich auch durch 
die Ablation des BK-Kanals in den β-Zellen der globalen BK-Mausmutanten begünstigt wird. 
Eine weitere Erklärung für die unterschiedliche Glucosetoleranz der adipoBK-Tiere auf CD 
oder HFD, könnte auch in der Beteiligung des BK-Kanals hinsichtlich der Verstoffwechslung 
verschiedener Nährstoffe wie Kohlenhydraten, Proteinen oder Fetten begründet liegen. 
Möglicherweise ist der BK-Kanal vor allem in die Verstoffwechslung von Fetten, nicht jedoch 
die der Kohlenhydrate involviert, was erklären würde, weshalb bei Fett-reicher Diät 
ausgeprägte Unterschiede im GTT auftreten, während dies unter einer Diät mit geringem Fett- 
und höherem Kohlenhydratanteil nicht der Fall ist. Um eine potentielle Beteiligung des BK-
Kanals an verschiedenen Stoffwechselwegen aufzuklären, wurden im Rahmen dieser Arbeit 
bereits kollaborative Metabolom-Untersuchungen in Zusammenarbeit mit der Abteilung für 
analytische Chemie (Prof. M. Lämmerhofer, Pharmazeutisches Institut, Universität Tübingen) 
begonnen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen stehen derzeit noch aus.  
Neben metabolischen Eigenschaften wie der Insulinsensitivität und der Glucosetoleranz 
stellen auch entzündliche Prozesse Prädiktionsparameter für die metabolische Gesundheit 
sowie potentielle Veränderungen derselben dar. Interleukin 6 wird neben seiner Generierung 
als Myokin auch von Fettzellen gebildet und steht als lokal pro-inflammatorisches Zytokin in 
direktem Zusammenhang mit Insulinresistenz und Adipositas-assoziierten inflammatorischen 
Prozessen (Nishimura et al., 2009a; Nishimura et al., 2009b). Global erhöhte IL-6-Spiegel 
führen im Gegensatz dazu zu einer gesteigerten Glucagon-Freisetzung, was im 
Zusammenhang mit körperlicher Betätigung eine positive Wirkung auf die Entwicklung des 
Körpergewichtes sowie der Prävention einer Fettleber (NAFLD) zu haben scheint (Matthews 
et al., 2010b; Ma et al., 2015). Das pro-inflammatorische Signalmolekül IL-6 hat 
dementsprechend weitreichenden Einfluss auf die Glucosetoleranz und Insulinsensitivität von 
Probanden (Klover et al., 2005; Fontana et al., 2007; Matthews et al., 2010b). Inwiefern der 
BK-Kanal in diesen Prozess involviert ist bedarf in diesem Zusammenhang weiterer 
mechanistischer Aufklärung. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Befunde sprechen 
jedoch für einen klaren Zusammenhang zwischen den erhöhten lokalen (und systemischen) 
Entzündungsmarkern und der BK-vermittelten Insulinresistenz der Tiere. Interessant wäre 
auch eine Untersuchung der ob/ob BK-Tiere hinsichtlich der lokalen und systemischen 
Interleukin-Konzentrationen, da bekanntermaßen die genetisch bedingte Adipositas der ob/ob-
Mäuse auch mit hohen Plasma-IL-6 Konzentrationen (Harkins et al., 2004; Brun et al., 2007) 
sowie einem erhöhten IL-6 mRNA-Level in Fettgeweben, nicht jedoch in Leber und Milz, 
assoziiert ist (Harkins et al., 2004). Der BK-Kanal könnte somit sowohl die genetisch, als auch 
die Diät-vermittelte Entstehung von Adipositas über IL-6-abhängige Signalwege modulieren. 
Um einen gesicherten Zusammenhang herstellen zu können, wäre es naheliegend, neben der 
lokalen Deletion des BK-Kanals auch IL-6 durch geeignete genetische Variation oder mit Hilfe 
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gezielter Antikörper zu inaktivieren und somit die Folgen eines IL-6 Defizites im 
Zusammenhang mit dem Fehlen des BK-Kanals auf die Insulinsensitivität untersuchen zu 
können. Allerdings ist der globale Knockout von IL-6 im Tiermodell mit der Entstehung von 
Adipositas, systemischer Insulinresistenz und massiven Entzündungsreaktionen assoziiert 
(Wallenius et al., 2002; Matthews et al., 2010b). Dies steht in Einklang mit Befunden, welche 
neben den pro-inflammatorischen Wirkungen von IL-6 auch dessen anti-inflammatorische 
Effekte über anti-entzündliche Signalmoleküle wie IL-10, IL-1 und IL-1ra beschreiben (Tilg et 
al., 1994; Starkie et al., 2003; Ma et al., 2015). Auch im Zusammenhang mit Adipositas scheint 
IL-6 in Muskeln, im Gegensatz zu seiner Funktion in Fettgeweben, die Insulinsensitivität zu 
verbessern. Die Steigerung der IL-6 Sekretion des Skeletmuskels durch körperliche 
Betätigung und Training führte dementsprechend zu einem mehr als 100-fachen Anstieg der 
IL-6 Level und resultierte in einer deutlich verbesserten Insulin-Sensitivität (Ostrowski et al., 
2000; Helge et al., 2003). Darüber hinaus konnte erst kürzlich gezeigt werden, dass die 
Überexpression von IL-6 im Tiermodell HFD-induzierte Gewichtszunahmen und 
Lebersteatosen aufheben konnte (Ma et al., 2015). Die Effekte von IL-6 hinsichtlich des 
Metabolismus scheinen dementsprechend sehr vielfältig und stark vom jeweiligen Gewebe 
abhängig zu sein, was in diesem Zusammenhang möglicherweise eine Gewebs-spezifische 
IL-6 Deletion erfordert. 
Neben IL-6 wird auch Adiponektin (APN) eine wichtige Funktion hinsichtlich der 
Insulinsensitivität zugeschrieben. APN ist ein Peptidhormon, welches in den Glucose-
Stoffwechsel und den Abbau von Fettsäuren involviert ist. Es wird von Adipozyten in 
Abhängigkeit von deren Füllungszustand ausgeschüttet. Weisen Fettzellen einen geringen 
Lipidgehalt auf, wird die Adiponektin-Freisetzung, ebenso wie während kalorischer Restriktion, 
gesteigert. Bei adipösen Personen können oftmals verringerte Adiponektin-Level 
nachgewiesen werden. Auf Grund der daraus resultierenden schlechten Verwertung von 
Zucker und Fett kann dies zu Diabetes mellitus Typ II und damit assoziierten Nerven- und 
Gefäßschädigungen (Diez and Iglesias, 2003) sowie zu NAFLD (Renaldi et al., 2009) und 
Artherosklerose (Diez and Iglesias, 2003) führen. Erhöhte Level des Adipokins sind in der 
Regel mit einer verbesserten Insulinsensitivität assoziiert, wohingegen die meist im 
Zusammenhang mit Adipositas auftretenden reduzierten APN-Konzentrationen mit Diabetes 
mellitus Typ 2 und Insulinresistenz in Zusammenhang zu stehen scheinen (Hotta et al., 2001; 
Weyer et al., 2001; Yang et al., 2001; Nedvidkova et al., 2005). Dennoch ergaben die im Zuge 
dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen der Serum-Adiponektin-Konzentrationen weder 
unter CD noch unter HFD signifikante Unterschiede zwischen den adipoBK-Genotypen (s. 
Abb. 4.17f). Auch eine Reduktion der APN-Serum-Level in Folge massiver Zunahme des 
Körpergewichtes und der Fettmassen konnten im Gegensatz zu Befunden in der Literatur nicht 
beobachtet werden (s. Abb. 4.17f). Die hohen Varianzen der APN-Level sind möglicherweise 
darauf zurück zu führen, dass die Serumentnahme der Tiere versuchsbedingt nicht nüchtern, 
sondern vom Fütterungszustand unabhängig erfolgen musste. Dementsprechend wäre 
möglicherweise eine Wiederholung des Versuches unter nüchternen Umständen der Tiere 
sinnvoll. 
Neben APN steht mit Leptin ein weiteres Adipokin in engem Zusammenhang mit 
metabolischen Prozessen und spielt insbesondere im Fettstoffwechsel und der Regulation der 
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Energiehomöostase eine wichtige Rolle. Bei Leptin handelt es sich ebenfalls um ein Hormon, 
welches von Adipozyten sezerniert wird und durch seine duale Wirkung auf den Hypothalamus 
eine zentrale Rolle bei der Regulation des Hungergefühls spielt (s. Kapitel 3.2.2). In adipösen 
Individuen ist oftmals eine Leptin-Resistenz infolge dauerhaft erhöhter Leptin-Spiegel im Blut 
zu beobachten. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass eine kombinierte Applikation von 
Adiponektin und Leptin in der Lage war, eine bestehende Insulinresistenz gänzlich aufzuheben 
(Yamauchi et al., 2001). Das Hormon scheint vor allem anti-adipöse Effekte zu haben, da die 
genetische Deletion von Leptin, wie in ob/ob Tieren, bekannter Weise zu massiver Adipositas, 
Insulinresistenz, Hyperphagie und einer Vielzahl an assoziierten Störungen des Metabolismus 
führt (Igel et al., 1997; Howard et al., 1999; Igel et al., 2002; Priestman et al., 2008). Es dient 
außerdem als eine Art Fettmassen-Detektor und kann auf Grund seines negativen Feedback-
Mechanismus über hypothalamische Bahnen das Sättigungsgefühl aktivieren (Friedman, 
2014). So ist in schlanken Personen die Menge an zirkulierendem Leptin meist gering, 
wohingegen adipöse Individuen hohe Leptin-Spiegel aufweisen (Mendoza-Nunez et al., 2002). 
Diese positive Korrelation von Leptin und Körpergewicht konnte im Zuge dieser Arbeit auch in 
adipoBKL2/+-Tieren beobachtet werden, welche nach HFD Fütterung deutlich gesteigerte und 
gegenüber adipoBKL2/L1-Tieren signifikant erhöhte Leptin-Level aufwiesen (s. Abb. 4.17g). 
Dass jedoch auch erhöhte Leptin-Level in adipösen Individuen nicht in der Lage sind, das 
Körpergewicht zu reduzieren ist auf die Entstehung von Leptin-Resistenzen in Folge dauerhaft 
erhöhter Serum-Spiegel zurück zu führen (Balland and Cowley, 2015). Diese ist sowohl einer 
Reduktion des Leptin-Transportes ins Gehirn als auch einer verminderten Antwort neuronaler 
Strukturen auf Leptin geschuldet (Balland and Cowley, 2015). Nichtsdestotrotz ist die akute, 
kurzfristige Applikation von Leptin in ob/ob Tieren durchaus in der Lage einer bestehenden 
Hyperphagie wie auch dem erhöhten Körpergewicht der Tiere entgegenzuwirken (Campfield 
et al., 1995; Maffei et al., 1995).  
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der BK-Kanal essentiell für eine Reihe 
physiologischer Prozesse im Zusammenhang mit Adipositas und Diabetes ist, was unter 
anderem im Zuge dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Neben Einflüssen auf die 
Fettzellproliferation und -reifung scheint er wie beschrieben auch direkt in die 
Insulinfreisetzung und Glucose-Homöostase involviert zu sein. Doch auch in weiteren 
metabolisch wichtigen Geweben wie der Leber, konnten im Rahmen dieser Dissertation BK-
Effekte festgestellt werden. 
Im Zuge der weitreichenden phänotypischen Untersuchungen der BK-Kanal-defizienten Tiere 
konnten auch Unterschiede im Lebergewicht von BK+/+- und BKL1/L1-Mäusen beobachtet 
werden. Bereits im Alter von 10 Wochen war das, auf die Tibialänge normierte, Lebergewicht 
der BKL1/L1-Tiere gegenüber den entsprechenden Kontrollen signifikant reduziert, ein Effekt 
welcher mit steigendem Körpergewicht der Kontrolltiere nach CD- und insbesondere HFD-
Fütterung noch wesentlich stärker ausgeprägt war (s. Abb. 4.5c). Diese Zunahme der relativen 
Lebermasse ging mit einer massiven Fetteinlagerung in hepatisches Gewebe von 
Kontrolltieren einher, was mittels Ölrot-Färbung visualisiert werden konnte (s. Abb. 4.5a+b). 
Während Knockout-Tiere auch unter HFD-Fütterung nahezu vollständig vor dieser 
hepatischen Fetteinlagerung geschützt waren, zeigten Kontrolltiere massive Veränderung der 
morphologischen Strukturen und Exzessive Fettakkumulationen. In Kooperation mit der 
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Arbeitsgruppe von Prof. Simon am Institut für Pharmakologie der Universität Bern, konnte 
außerdem eine deutliche Reduktion von Autophagie-Markern, insbesondere des LC3-II/LC3-I 
Verhältnisses in BK-defizienten Tieren beobachten werden (s. Abb. 4.5d). Ursache für die 
Abnahme der Autophagie ist vermutlich die verminderte hepatische Fetteinlagerung in den 
BKL1/L1 Mäusen. In adipoBK-Mäusen waren im Alter von 10 Wochen sowie nach CD-Fütterung 
keine Unterschiede hinsichtlich der relativen Lebermasse zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu 
zeigten die globalen BK-WT Mäuse bereits unter CD-gefütterten eine vermehrte hepatische 
Triglycerid-Einlagerung, verglichen mit ihren KO-Wurfgeschwistern. In Folge der HFD-
Fütterung kam es in adipoBKL2/+, wie auch in globalen BK-WT Tieren, zu einem deutlichen 
Anstieg des relativen Lebergewichtes sowie einer massiven Fetteinlagerungen in das 
hepatische Gewebe (s. Abb. 4.19a-c). Diese Befunde legen nahe, dass die globale oder 
Adipozyten-spezifische Deletion des BK-Kanals vor der Entstehung einer Nicht-Alkohol-
induzierten Fettleber (NAFLD) durch exzessive Fetteinlagerung ins hepatische Gewebe und 
somit einer weiteren schwerwiegenden Folgeerkrankung von Adipositas schützt. 
5.3 Hinweise auf vermehrtes Browning und zitterfreie 
Thermogenese in adipoBK-defizienten Tieren 
Ein Ungleichgewicht des fein justierten Systems aus Energiezufuhr und Energieverbrauch 
kann grundlegend als Ursache der Entstehung von Adipositas angesehen werden. Somit spielt 
nicht nur eine erhöhte Aufnahme an Energie in Form von Nahrung sondern auch der oftmals 
deutlich verringerte Verbrauch an Energie in Folge zu wenig körperlicher Betätigung eine 
Schlüsselrolle hinsichtlich der Pathogenese der Volkskrankheit. So sind in den letzten Jahren 
neben den klassischen Therapieoptionen wie ausgewogener und gesunder Ernährung, der 
Restriktion von Nahrungszufuhr und Nahrungsverwertung sowie einem ausreichenden Maß 
an Sport und körperlicher Betätigung auch die Steigerung weiterer, Energie-verbrauchender 
Mechanismen im Körper als potentielle Therapie- und Präventionsoptionen immer mehr in den 
Fokus der Forschung getreten ist. Neben der körperlichen, muskulären Aktivität und der 
Energiebereitstellung durch Mitochondrien in Form von ATP ist die zitterfreie Thermogenese, 
welche in braunen und beigen Fettzellen zur Generierung von Wärme ohne Muskelkraft 
befähigt ist, ein wichtiger Energieverbrauchender Prozess. Er kann in erwachsenen Menschen 
einen Energieumsatz bedingen, welcher der Energie von bis zu 4 kg reinem Fett pro Jahr 
entspricht (Virtanen et al., 2009). Erst in den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass 
entgegen aller bisherigen Annahmen braunes Fettgewebe nicht nur in Säuglingen und adulten 
Mäusen vorkommt, sondern auch in erwachsenen menschlichen Individuen vorhanden ist 
(Nedergaard et al., 2007; Cypess et al., 2009; Saito et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 
2009; Virtanen et al., 2009) und somit massiv in die Regulation des energetischen 
Gleichgewichtes eingreifen kann (Cypess et al., 2009; Saito et al., 2009; Virtanen et al., 2009). 
Neuere Untersuchungen legen in diesem Zusammenhang nahe, dass es sich bei diesen, vor 
allem in tieferen Gewebsschichten vorkommenden, metabolisch aktiven Fettdepots jedoch 
eher um einen induzierbaren, beigen Intermediärtyp handelt (Wu et al., 2012; Wu et al., 2013). 
Browning, sowie die Aktivierung braunen Fettgewebes, werden physiologisch in erster Linie 
durch Kälteexposition ausgelöst, indem möglicherweise Kälte-sensitive TRPM8-Kanäle 
aktiviert werden und im Folgenden die Ucp1-abhängige Thermogenese triggern (Ma et al., 
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2012). Doch auch cyclische Nukleotide wie cAMP und cGMP können Browning-Prozesse 
mediieren (Zhang et al., 2010b; Mitschke et al., 2013; Pfeifer and Hoffmann, 2014) (s. Kapitel 
1.4.4). Die cyclischen Nukleotide cAMP und cGMP spielen bekanntermaßen unter anderem 
eine wichtige Rolle beim Browning weißer Fettzellen, wie auch bei lipolytischen Prozessen 
(Carmen and Victor, 2006; Bordicchia et al., 2012; Pfeifer and Hoffmann, 2014) und stehen 
somit in engem Zusammenhang mit der Regulation der Körpertemperatur, sowie den damit 
verbundenen Auswirkungen auf die Energiebalance und das Körpergewicht. 
Interessanterweise wird auch die Leitfähigkeit des BK-Kanals über eine cAMP- und cGMP-
abhängige Phosphorylierung des BK-Kanal C-Terminus reguliert (Zhou et al., 2001; Zhou et 
al., 2010). 
Untersuchungen der Rektaltemperatur von BK+/+ und BKL1/L1-Tieren im Alter von 30 Wochen 
nach HFD-Fütterung ergaben eine signifikant erhöhte Körpertemperatur der weiblichen BK-
defizienten Tiere (BK+/+ = 35,4 ± 0,1 °C, BKL1/L1 = 35,9 ± 0,1 °C), sowie tendenziell höhere 
Rektaltemperaturen in männlichen Tieren, welche jedoch keine Signifikanz aufwies (BK+/+ = 
35,1 ± 0,1 °C, BKL1/L1 = 35,4 ± 0,2 °C) (nicht publizierte Daten von Prof. Schürmann, Institut 
für Ernährungsforschung, Potsdam-Rehbrücke). Die lokomotorische Aktivität der beiden 
globalen BK-Genotypen wies bei männlichen Tieren keine Unterschiede auf, bei weiblichen 
BK-defizienten Tieren konnte sogar eine tendenziell leicht reduzierte Aktivität gegenüber den 
entsprechenden Kontrollen verzeichnet werden (nicht publizierte Daten von Prof. Schürmann). 
Dementsprechend konnte eine vermehrte körperliche Aktivität als Ursache der erhöhten 
Körpertemperatur in global BK-defizienten Tieren ausgeschlossen werden. Im Gegensatz 
dazu könnte jedoch eine vermehrte zitterfreie Thermogenese für die erhöhte Körpertemperatur 
der Tiere verantwortlich sein. In Einklang mit dieser Hypothese konnte im Rahmen dieser 
Arbeit gezeigt werden, dass die Ucp1-Expression, welche als Maß für vorliegendes Browning 
angesehen werden kann, in global BK-defizienten Tieren annähend 5-fach stärker ausgeprägt 
ist als in den entsprechenden Kontrollen (s. Abb. 4.6c+d). Morphologische Untersuchungen 
und die indirekte Bestimmung der Fettzellgröße durch Quantifizierung der Zellkerne pro 
Fläche, welche in Zusammenarbeit mit Tanja Burke im Rahmen einer Masterarbeit 
durchgeführt wurden, ergaben darüber hinaus, dass auch braunes Fettgewebe selbst durch 
die Deletion des BK-Kanals vor einer übermäßigen Hypertrophie und somit potentiell auch vor 
einer Abnahme der BAT-Funktion geschützt zu sein scheint (s. Abb. 4.6a+b). Möglicherweise 
geht die Hypertrophie in braunen Fettzellen ebenso wie in weißen Adipozyten (Pouliot et al., 
1992; Feng et al., 2013; Pellegrinelli et al., 2016) mit pathologischen Veränderungen wie 
beispielsweise einem Funktionsverlust hinsichtlich der thermogenetischen Aktivität einher. 
Bereits nachgewiesen werden konnte ein direkter negativer Zusammenhang von BMI und der 
BAT-Menge (van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Enerback, 2010). Um eine mögliche 
Reduktion der BAT-Aktivität in diesem Zusammenhang zu verifizieren, müssten jedoch 
weitere, funktionale Untersuchungen zur BAT-Aktivität in diesen Tieren, beispielsweise in 
Form von FDG-PET-Scans durchgeführt werden. Dennoch unterstützen auch die Befunde aus 
verschiedenen Zellkulturexperimenten in vitro die These einer Beteiligung des BK-Kanals 
sowohl am Prozess des Brownings als auch bei der Aktivierung von BAT. Während in iWAT-
Kulturen unter normalen Stimulationsbedingungen keine signifikanten Unterschiede zwischen 
BK+/+ und BKL1/L1-Zellen detektiert werden konnten (s. Abb. 4.8a-c), ergab die 
  Diskussion 
 175 
Supplementierung der Zellkulturansätze mit cGMP eine signifikante Zunahme an reifen 
Fettzellen, was durch den Anstieg an ORO-Inkorporation detektiert werden konnte (s. Suppl. 
Abb. 5e-g). Während auch hier zwischen den Genotypen kein signifikanter Unterschied 
hinsichtlich des relativen Ölrot-Gehaltes verzeichnet werden konnte (p = 0,12) zeigen die 
lichtmikroskopischen Aufnahmen der Kulturen (s. Suppl. Abb. 5e+f), ähnlich wie unter basalen 
Induktionsbedingungen (s. Abb. 4.8a+b), eine deutliche Anreicherung kleiner, multivakuolärer 
Fettzellen in BKL1/L1, verglichen mit Kontrollkulturen. Dies legt die Vermutung nahe, dass der 
BK-Kanal in die cGMP-vermittelte Induktion des Brownings weißer Fettzelldepots, 
insbesondere des hierfür besonders prädestinierten iWATs (Seale et al., 2008; Seale et al., 
2011) involviert zu sein scheint. Obwohl in vitro im eWAT keine Unterschiede hinsichtlich der 
basalen Expression klassischer Browning-spezifischer Fettzellmarker nachweisbar waren, 
konnten dennoch Unterschiede in der ADD1-Expression festgestellt werden. Bei ADD1 
handelt es sich um ein Protein, welches als Transkriptionsfaktor nachweislich eine wichtige 
Rolle bei der Differenzierung brauner Fettzellen spielt (s. Suppl. Abb. 5d). Ein vermehrtes 
Browning durch BK-Kanal-Deletion könnte auch eine Erklärung für die in iWAT-Kulturen 
beobachtete Entstehung tendenziell kleinzelliger Fettzellen sein, da braune Fettzellen eine 
deutlich kleinere Morphologie aufweisen als weiße Adipozyten (s. Abb. 4.8a). Die Vermehrte 
Bildung brauner, beziehungsweise beiger Fettzellen im Sinne eines Brownings des weißen 
Fettdepots ginge mit der Entstehung kleiner Fettzellen einher, was wiederum durch eine 
Analyse von Browning-Markern verifiziert werden könnte. Die Analysen der BAT-Kulturen 
implizieren, dass der BK-Kanal ein wichtiger potentieller Effektor der cAMP- und cGMP-
bedingten Effekte auf die Fettzellreifung und Proliferation ist. Dementsprechend führte die 
pharmakologische Blockade des BK-Kanals durch Paxillin zu einem signifikanten Anstieg der 
finalen Ölrot-Akkumulation (s. Abb. 4.9b). Diese scheint bei Betrachtung der 
lichtmikroskopischen Aufnahmen vor allem in einer vermehrten Proliferation oder 
Reifungsinduktion der Zellen begründet zu sein, da nicht die Größe der reifen Fettzellen 
sondern vielmehr deren Quantität erhöht zu sein scheint. Die deutliche Zunahme der cAMP- 
und cGMP-vermittelten braunen Fettzellreifung in Wildtyp-Zellen konnte durch gleichzeitige 
Gabe von Paxillin nochmals deutlich gesteigert werden, was eine hemmende Komponente 
des BK-Kanals in diesen, durch cyclische Nukleotide vermittelten, Prozessen nahelegt. Die 
fehlende Signifikanz der BK-Kanal Effekte in diesem Zusammenhang (cAMP p = 0,10, cGMP 
p = 0,08) ist möglicherweise darauf zurück zu führen, dass die Kulturgefäße bereits durch 
Zugabe der cyclischen Nukleotide maximalen Bewuchs aufweisen und die Effekte von Paxillin 
somit Versuchs-bedingt limitiert sind. Das Ausbringen einer geringeren Zellzahl zu Beginn der 
Experimente hat jedoch ein massiv verzögertes Anwachsen und stark reduzierte Ausbeute an 
reifen Fettzellen zur Folge, was eine sinnvolle Analyse mit geringerer Zellzahl äußerst 
ungünstig gestaltet. 
Die BAT-Aktivität unterliegt einer engmaschigen Regulation durch sympathische Innervierung 
(Tovar et al., 2013). Der BK-Kanal, welcher insbesondere in neuronalen Strukturen eine 
extrem hohe Expression aufweist (Sausbier et al., 2006), könnte dementsprechend durch eine 
Expression in erregbaren Geweben in die Regulation von Browning und BAT-Aktivierung 
involviert sein. Dies könnte eine Erklärung für die beschriebenen Effekte der BK-Kanal-
Expression bzw. Deletion auf Browning, BAT-Reifung und die Auswirkung auf die BAT-
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Morphologie in vivo verantwortlich sein. Dennoch legen weitere Befunde im Rahmen dieser 
Arbeit die Vermutung nahe, dass auch die BK-Expression in Fettgeweben selbst einen 
essentiellen Beitrag an diesen Prozessen zu haben scheint. Die Analyse der Nuclei-Dichte in 
Gefrierschnitten aus BAT von adipoBKL2/+ und adipoBKL2/L1-Mäusen nach diätetischer 
Fütterung ergab bereits unter CD tendenziell kleinere braune adipoBKL2/L1 Fettzellen bei in vivo 
(s. Abb. 4.20a+b), was wie beschrieben möglicherweise mit einer verbesserten BAT-
Funktionalität einhergeht. Unter HFD-Fütterung war dieser Schutz vor einer BAT-Hypertrophie 
sogar hochsignifikant ausgeprägt (s. Abb. 4.20c+d). Darüber hinaus konnte im iWAT sowohl 
bei Tieren unter Kontrolldiät als auch unter Hochfett-Diät eine deutlich vermehrte Expression 
von Ucp1 und somit eine klare Zunahme des Brownings durch Deletion des BK-Kanals in 
Adipozyten gezeigt werden (s. Abb. 4.23). Auch dieser Befund steht im Einklang mit der 
Literatur, welche eine negative Korrelation der Ucp1-Expression mit der WAT-Größe 
beschreibt (Akagiri et al., 2008) und über eine ebenfalls negative Korrelation der BAT-Menge 
mit dem BMI berichtet (van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Enerback, 2010). 
Auf Grund all dieser Ucp1-Expressions-Befunde eher unerwartet, ergaben sich für die globalen 
BK-Tiere weder nach CD- noch nach HFD-Fütterung signifikante Unterschiede hinsichtlich der 
Körperkerntemperatur im 24-Stunden Profil (s. Suppl. Abb. 4a,b,e,f). Dies steht jedoch in 
Einklang mit den Ergebnissen der Untersuchungen an männlichen BK-Tieren, welche von der 
Arbeitsgruppe um Prof. Schürmann durchgeführt wurden und welche ebenfalls keine 
signifikanten rektalen Temperaturunterschiede zwischen BK-defizienten Tieren und ihren 
Wildtypwurfgeschwistern ergaben (Prof. Schürmann, Deutsches Zentrum für 
Diabetesforschung, Potsdam-Rehbrücke). Durch ein komplexes Ineinandergreifen 
verschiedener phänotypischer Auswirkungen der BK-Kanal Deletion in allen Geweben kommt 
es im globalen BK-Modell möglicherweise zu einer Aufhebung von Temperatur-
regulatorischen Effekten. So ist es möglich, dass einem potentiellen Anstieg der 
Körpertemperatur in Folge vermehrter Thermogenese des BAT beispielsweise Effekte der 
neuronalen BK-Deletion entgegen wirken. Darüber hinaus hat vermutlich auch die Deletion 
neuronaler BK-Kanäle im Hypothalamus (Sausbier et al., 2006), welcher auch das 
Thermoregulationszentrum beinhaltet, einen Einfluss auf die Regulation der 
Körpertemperatur. Zwar führt vermutlich auch der durch den Tremor der BK-defizienten Tiere 
(Sausbier et al., 2004) bedingte Anstieg der Muskelarbeit zu einer erhöhten Körpertemperatur, 
die globalen BKL1/L1-Tiere weisen neben ihrem deutlich reduzierten Körpergewicht jedoch auch 
einen extrem geringen Körperfettanteil (2,73 ± 0,41 g nach HFD, 2,93 ± 0,71 g nach CD) auf. 
Dieser ist auch gegenüber den Gewebe-spezifischen adipoBKL2/L1-Tieren drastisch reduziert 
(11,72 ± 2.56 g nach HFD, 6,21 ± 0,17 g nach CD). Dies führt unweigerlich auch zu einem 
nahezu vollständigen Verlust subkutaner Fettdepots, welche in ihrer Funktion als 
Isolationsschicht essentiell für die Aufrechterhaltung der Körpertemperatur sind. Auf diese 
Weise könnte eine potentiell erhöhte Körpertemperatur von BKL1/L1-Tieren möglicherweise 
durch den ausgeprägten Wärmeverlust in Folge der reduzierten thermischen Isolation maskiert 
oder kompensiert werden. Dies steht im Einklang mit Befunden aus Kälteexpositions-
Versuchen an globalen BK-Tieren, welche im Rahmen einer Masterarbeit in Zusammenarbeit 
mit Tanja Burke erhoben wurden. Die Versuche zeigten drastische Defizite der BKL1/L1 Mäuse 
bei der Aufrechterhaltung physiologischer Körpertemperaturen unter Kälteeinwirkung. 
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Im Gegensatz zum hochkomplexen Zusammenspiel der BK-Effekte im globalen BK-
Mausmodell konnte im Adipozyten-spezifischen Modell konkret die Auswirkung der 
adipozytären BK-Kanal Deletion auf die Körperkerntemperatur untersucht und beschreiben 
werden. Zwischen den adipoBK-Genotypen waren weder im Alter von 10 Wochen, noch nach 
CD-Fütterung Unterschiede hinsichtlich Körpertemperatur oder Aktivität zu verzeichnen (s. 
Abb. 4.21 + Suppl. Abb. 9). Im Gegensatz hierzu konnte jedoch nach HFD-Gabe eine um 
0,3 °C signifikant erhöhte Körpertemperatur in adipoBKL2/L1-Tieren gegenüber den 
entsprechenden Vergleichskohorten detektiert werden. Da keinerlei Unterschiede hinsichtlich 
der Nahrungsaufnahme zwischen den adipoBK-Kohorten zu verzeichnen waren, ist es 
unwahrscheinlich, dass die Temperaturdifferenzen auf Unterschiede in der Diät-induzierten-
Thermogenese zurück zu führen sind. Allerdings konnten mittels telemetrischer 
Untersuchungen auch Einflüsse auf die Aktivität der adipoBK-Tiere detektiert werden (s. Abb. 
4.22c+d), welche möglicherweise auch zum Teil für den Anstieg der Körpertemperatur 
verantwortlich sein könnten. Dennoch legen die weiteren Befunde hinsichtlich Ucp1-
Expression und BAT-Morphologie ganz klar auch eine Beteiligung der zitterfreien 
Thermogenese am Anstieg der Körpertemperatur in adipoBKL2/L1-Tieren nahe. 
Um konkretere Aussagen zu mechanistischen Zusammenhängen der (adipozytären) BK-
Kanal-Deletion und Veränderungen der BAT-assoziierten Thermogenese machen zu können, 
wäre neben der Bestimmung der Körperkerntemperatur beispielsweise auch die Messung der 
BAT-Aktivität eine interessante Methode um aussagekräftige Befunde zum Ausmaß der 
Thermogenese der verschiedenen Genotypen erheben zu können. 
5.4 Potentielle Interaktion von BK-Kanälen mit anderen 
(TRP-) Ionenkanälen als Ursache für Fetteinlagerung 
und Körpergewichtszunahme 
Zusammenfassend lassen die bisherigen Untersuchungen und Ergebnisse dieser Arbeit 
darauf schließen, dass der adipozytäre BK-Kanal weitreichende Einflüsse auf physiologische 
und pathophysiologische Prozesse hinsichtlich der BAT-Reifung, Proliferation und 
Hypertrophie wie auch der zitterfreien Thermogenese zu haben scheint. Diese Effekte 
scheinen bereits bei gesunden, nicht übergewichtigen Tieren zum Tragen zu kommen, 
insbesondere aber auch einen Schutz vor der Entstehung von Adipositas darzustellen. Welche 
Mechanismen diesen Effekten und Befunden zu Grunde liegen, muss jedoch im Zuge weiterer 
Untersuchungen noch genauer analysiert und aufgeklärt werden.  
Es kann an dieser Stelle jedoch festgehalten werden, dass der BK-Kanal auf Grund seiner 
Funktion als Kaliumkanal und seinem hieraus resultierenden Einfluss auf das 
Membranpotential vor allem über die Regulation der Offenwahrscheinlichkeit 
spannungsabhängiger Calcium-Kanäle und damit einhergehend, der intrazellulären 
Calciumkonzentration [Ca2+]i, Auswirkungen auf eine Vielzahl an physiologischen Prozessen, 
wie beispielsweise die Calcium-abhängige Insulinfreisetzung hat (Findlay et al., 1985; Wolf et 
al., 1988; Gribkoff et al., 2001). Doch auch der BK-Kanals selbst unterliegt in seiner 
Eigenschaft als Spannungs- und vor allem Ca2+-abhängiger Kanal regulatorischen Effekten 
durch Veränderungen der [Ca2+]i (Cui et al., 1997; Herrera and Nelson, 2002; Cui et al., 2009). 
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Der Anstieg der [Ca2+]i steht in engem Zusammenhang mit der Fettzellreifung und der 
Entstehung lipid-gefüllter Fettzellen (Shi et al., 2000). Der CaV3.1-Kanal ist beispielsweise in 
der Lage, die Proliferation von 3T3-L1 Präadipozyten zu regulieren (Oguri et al., 2010), und 
auch hohe extrazelluläre Calciumspiegel weisen stark attenuierende Effekte auf die 
Adipogenese von 3T3-L1 Präadipozyten auf (Jensen et al., 2004). Dieser Effekt deckt sich mit 
den Befunden dieser Arbeit, da die Aktivierung des BK-Kanals auf Grund des resultierenden 
K+-Ausstroms zu einer Hyperpolarisation führt, welche wiederum die Offenwahrscheinlichkeit 
von CaV3.1-Kanälen reduziert. In Folge dessen sinkt die intrazelluläre Calciumionen-
Konzentration, was einen G0/G1-Arrest und somit eine Blockade der Präadipozyten-
Proliferation zur Folge hat (Oguri et al., 2010). Durch Deletion oder pharmakologische 
Blockade der BK-Kanäle würde es somit zur vermehrten Proliferation der Fettvorläuferzellen 
kommen, was in Einklang mit den Befunden dieser Arbeit steht (s. Abb. 4.7a-e). Ein starker 
Anstieg intrazellulärer Calciumkonzentrationen konnte darüber hinaus sowohl in humanen 
Präadipozyten als auch in 3T3-L1-Zellen mit einer potenten Inhibition der Fettzellreifung in 
Zusammenhang gebracht werden (Miller et al., 1996; Ntambi and Takova, 1996; Shi et al., 
2000), ein Prozess der möglicherweise über Calcineurin vermittelt wird (Neal and Clipstone, 
2002). 
Die Expression von BK-Kanälen in 3T3-L1-Präadipozyten (Zhang et al., 2012) sowie humanen 
Fettvorläuferzellen (Hu et al., 2009) konnte, ebenso wie dessen zentrale Rolle bei der 
Zellzyklusprogression bereits gezeigt werden (Zhang et al., 2012). Darüber hinaus legen die 
Befunde dieser Arbeit auch eine Beteiligung der BK-Kanäle am Wachstum muriner Fettzellen 
nahe. Wie bereits in mehreren Arbeiten gezeigt werden konnte, besteht ein enges 
Zusammenspiel zwischen dem BK-Kanal und anderen, in Fettzellen und Präadipozyten 
exprimierten Ca2+-Ionenkanälen, wie beispielsweise Spannungs-abhängigen T-Typ 
Ca2+-Kanälen (z.B. CaV3.1) (Oguri et al., 2010) und L-Typ-Calciumkanälen (Shi et al., 2000; 
Neal and Clipstone, 2002). In Zellen wie Chondrozyten, sowie verschiedenen Bereichen des 
nephralen Gewebes und Bronchialepithel konnten außerdem eine Interaktion des BK-Kanals 
mit verschiedenen TRP-Kanälen (transient receptor potential channels) nachgewiesen werden 
(Fernandez-Fernandez et al., 2008; Hdud et al., 2014b, a; Li et al., 2016). 
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Abb. 5.1: Hypothesenmodell zum Einfluss des adipozytären BK-Kanals auf Fettzellreifung, 
Differenzierung und Browning 
Der Anstieg der intrazellulären Calciumionenkonzentration [Ca2+]i über den Einstrom von Ca2+-Ionen, 
beispielsweise über L-Typ-Calciumkanäle, kann die Lipolyse in Fettzellen unterdrücken. Dies resultiert 
Diskussion 
180 
in einer massiven Hypertrophie der Zellen. Darüber hinaus kann dieser Anstieg der [Ca2+]i jedoch auch 
zu einer vermehrten Expression von Peroxisom-Proliferator aktiviertem Rezeptor γ (PPARγ) führen. 
Dieser fördert wiederum die Bildung der Fettsäure-Synthase (FAS), was zu vermehrter Lipogenese und 
Triglycerideinlagerung in Fettzellen führt und somit wiederum deren Hypertrophie begünstigt. Die 
Steigerung verschiedener Differenzierungsfaktoren wie Stearyl-CoA-Desaturase 1 (SCD-1), Adipozyten 
Protein 2 (aP2), Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) und Adipozyten Determinierungs- und 
Differerenzierungsfaktor 1 (ADD1) wird über PPARγ ebenfalls verstärkt. Außerdem hat die Capsaicin-
vermittelte Aktivierung des TRP-Vanilloid 1 Kanals (TRPV1) ebenfalls PPARγ-assoziierte Effekte auf 
die Fettzelldifferenzierung und führt über die vermehrte Expression von PPARγ-Co-Aktivator 1α 
(PGC1α) zu einem vermehrten Browning weißer Fettzellen. Gleichzeitig wird durch TRPV1-vermittelte 
Anstiege der [Ca2+]i die Adipogenese unterdrückt. TRP Melastin 8-Kanäle (TRPM8) können nach 
Aktivierung über Kältereize oder Menthol zu einer Aktivierung des Brownings via Proteinkinase A (PKA) 
führen. Daneben sind auch Ionenkanäle in die Modulation von Adipogenese und Fettzellproliferation 
involviert, welche nachweislich mit BK-Kanälen interagieren können: (A) Ein Anstieg der intrazellulären 
Calciumionenkonzentration [Ca2+]i durch Ca2+-Einstrom mittels TRP Vanilloid 4-Rezeptoren (TRPV4) 
führt zur Verminderung der PPARγ-Co-Aktivator 1α-Expression (PGC1α) und unterdrückt in Mäusen 
somit die Ucp1-Bildung und das hieraus resultierende Browning. Über Aktivierung der Proteinkinase B 
(pAkt) kommt es zur vermehrten Differenzierung von Fettzellen. Beide Prozesse fördern die Entstehung 
von Adipositas. Die TRPV4-assoziierten Anstiege der [Ca2+]i können ebenso wie die ansteigenden 
intrazellulären Natriumionenkonzentration [Na+]i die Liganden- bzw. Spannungs-anhängige Aktivierung 
des BK-Kanals auslösen. Dieser ist wiederum in der Lage, die Triebkraft für eine TRPV4-Aktivierung 
und damit auch die TRPV4-Offenwahrscheinlichkeit zu erhöhen und ist somit essentiell für die Funktion 
des TRP-Kanals. Möglicherweise moduliert der BK-Kanal auch die in Fettzellen und Präadipozyten 
exprimierten TRPV2- und TRP Melastin 7-Kanäle (TRPM7) in ähnlicher Weise. Diese können über eine 
Erhöhung der [Ca2+]i zum einen die pAkt-vermittelte Differenzierung fördern und außerdem über 
verschiedene Cycline (cyclin D1, cyclin E) sowie die Aktivierung von pERK1/2 den G0/G1-Übergang der 
Zellen fördern. Dies führt zu einer gesteigerten Proliferation der entsprechenden Zellen. Die 
Hyperpolarisation der Zellmembran durch BK-assoziierte Kaliumströme könnte jedoch auch die 
Offenwahrscheinlichkeit von Spannungs-abhängigen Calciumkanälen (z.B. CaV3.1) reduzieren und 
somit über einen G0/G1-Arrest die Zellproliferation hemmen. Dies könnte ein Erklärungsansatz für die 
im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Verstärkung der Zellproliferation in BK-defizienten eWAT-
Kulturen darstellen. (B) Die Blockade oder genetische Deletion des BK-Kanals würde dementsprechend 
in einer TRPV4-Inaktivierung und somit einem vermehrten Browning resultieren. Darüber hinaus würde 
die CaV3.1-vermittelte Proliferation ansteigen und gleichzeitig die TRPV4-assoziierte Differenzierung zu 
reifen Fettzellen vermindert werden, was möglicherweise die Bildung kleiner, gesunder weißer 
Fettzellen begünstigt. 
Dass verschiedene Vertreter der TRP-Familie auch in Präadipozyten und Fettzellen von 
Mensch und Maus exprimiert werden, konnte erst kürzlich in einer Reihe von Arbeiten 
aufgezeigt werden (Zhang et al., 2007; Motter and Ahern, 2008; Ma et al., 2012; Ye et al., 
2012; Bishnoi et al., 2013; Palmer and Lunn, 2013; Che et al., 2014; Sanchez et al., 2016). 
Insbesondere TRPV4-, sowie TRPV2- und TRPM7-Kanäle spielen offensichtlich für 
Proliferation und Differenzierung von Präadipozyten eine zentrale Rolle (Ye et al., 2012). 
Interessanterweise weisen TRPV4-defiziente Mäuse einen Phänotyp auf, welcher dem der 
adipoBKL2/L1-Tiere sehr ähnlich ist. Die Deletion oder Blockade des TRPV4-Kanals geht 
ebenso wie die adipozytäre Ausschaltung des BK-Kanals mit protektiven Effekten hinsichtlich 
DIO und proinflammatorischen Prozessen einher (Ye et al., 2012). Darüber hinaus führt die 
Deletion des TRPV4 ebenfalls zu einer erhöhten Ucp1-Expression und führt in TRPV4-
defizienten Tieren zu massiven Veränderungen des thermogenetischen Programms (Ye et al., 
2012). Der TRPV4-vermittelte Anstieg der [Ca2+]i scheint in Präadipozyten eine Aktivierung der 
pAKT-Kinase und daraus resultierend eine vermehrte Differenzierung der Fettzellen zu 
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mediieren. Außerdem ist der Kanal negativ mit der Expression von PGC1α und Ucp1 und somit 
letztendlich auch dem Browning von weißen Fettzellen assoziiert (Ye et al., 2012). 
Interessanterweise zeigte eine erst kürzlich erschienene Publikation der Arbeitsgruppe um 
Yue Li in nephralem Gewebe ein enges Zusammenspiel zwischen dem BK-Kanal und TRPV4-
Kanälen. So kann der BK-Kanal durch TRPV4-vermittelte Anstiege der [Ca2+]i aktiviert werden. 
Darüber hinaus führt auch der vermehrte Einstrom von Natriumionen über TRPV4, einem 
unspezifischen Kationenkanal, zur Membrandepolarisation, wodurch die 
Offenwahrscheinlichkeit des BK-Kanals drastisch ansteigt (Li et al., 2016). Des Weiteren kann 
die BK-Kanal Aktivierung als wichtige Schaltstelle zwischen einem [Ca2+]i Anstieg und der 
Änderung des Membranpotentials auch den Ca2+-Influx über TRPV4-Kanäle modulieren (Li et 
al., 2016). Da beide Kanäle nachweislich auch in Fettzellen und Präadipozyten exprimiert 
werden, besteht auch hier möglicherweise eine ähnliche Interaktion der beiden Kanäle. 
Dementsprechend wäre der BK-Kanal essentiell für die Funktionalität der TRPV4 Kanäle in 
Fettzellen und Präadipozyten und somit für TRP-abhängige Effekte auf Differenzierung, 
Proliferation und Browning. Dies wäre wiederum eine mögliche Erklärung für die überraschend 
ähnlichen Phänotypen der TRPV4-/-- und adipoBK-defizienten Tiere und den Einfluss des BK-
Kanals auf Differenzierungs-, Reifungs- und Browning-Prozesse. 
Mit TRPM7- und TRPV2-Kanälen werden weitere Vertreter der TRP-Familie in Präadipozyten 
exprimiert und spielen als Kationenkanäle über ihre Regulation des intrazellulären 
Calciumhaushaltes eine zentrale Rolle hinsichtlich Proliferation und Differenzierung der Zellen 
(Che et al., 2014). Möglicherweise besteht auch zwischen diesen Kanälen und dem BK-Kanal 
eine enge funktionale Kopplung. Dies könnte, neben einer möglicherweise BK-vermittelten 
Blockade spannungsabhängiger Calciumkanäle (wie dem CaV3.1) (Oguri et al., 2010) den 
G0/G1-Übergang der Zellen im Zellzyklus beeinflussen und so letztlich einen sehr komplexen 
Einfluss auf die Proliferation der Fettzellen haben. Darüber hinaus konnten auch weitere 
Mitglieder der TRP-Familie, wie beispielsweise TRPM8 und TRPV1, mit einem Schutz vor DIO 
sowie vermehrtem Browning in Zusammenhang gebracht werden. Die Aktivierung von 
TRPM8, einem TRP-Kanal welcher funktional in murinem BAT sowie Präadipozyten und 
weißen Fettzellen exprimiert wird (Ma et al., 2012; Bishnoi et al., 2013), führt über PKA-
Aktivierung zur vermehrten Expression von Ucp1 und resultiert sowohl in einer erhöhten 
Körperkerntemperatur und lokomotorischen Aktivität der Tiere, wie auch einem effektiven 
Schutz vor DIO (Ma et al., 2012). Auch TRPV1-Kanäle werden sowohl in 3T3L1-Präadipozyten 
(Zhang et al., 2007; Bishnoi et al., 2013), als auch humanen und murinen viszeralen Fettzellen 
exprimiert (Zhang et al., 2007; Motter and Ahern, 2008; Bishnoi et al., 2013; Palmer and Lunn, 
2013). Ihre Rolle hinsichtlich Adipogenese und Übergewicht ist bislang jedoch umstritten. 
Während Motter et al. aufzeigen, dass TRPV1-defiziente Mäuse vor Adipositas geschützt zu 
sein scheinen (Motter and Ahern, 2008) konnten verschiedene andere Arbeiten zeigen, dass 
die Aktivierung von TRPV1 mittels Capsaicin zu einem vermehrten Browning von WAT 
(Baskaran et al., 2016), sowie einer reduzierten Adipogenese führt (Zhang et al., 2007) und 
somit einen effektiven Schutz vor Adipositas darstellt (Zhang et al., 2007; Palmer and Lunn, 
2013; Baskaran et al., 2016).  
Diese Erkenntnisse sowie die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse machen 
deutlich, dass der adipozytäre BK-Kanal, beispielsweise über Interaktion mit weiteren (TRP-) 
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Ionen-Kanälen, ein wichtiges und Erfolg-verheißendes Target für die Prävention und Therapie 
von Adipositas darstellt. Hierfür ist es jedoch unabdingbar, die molekularen Mechanismen der 
BK-Kanal-Funktion sowie die genauen Details der Interaktion mit anderen Ionenkanälen, wie 
beispielsweise den TRP-Kanälen, weiter zu untersuchen und aufzuklären, um seine Rolle 
hinsichtlich der Entstehung von Adipositas und seinen Folgeerkrankungen zu verstehen und 
gegebenenfalls als sinnvolles Arzneistoff-Target nutzen zu können. Der Fokus sollte hierbei 
insbesondere auf der Rolle des adipozytären BK-Kanals bei der Differenzierung von 
Fettzellen, sowie dem Browning und der Thermogenese liegen. Zusammenfassend scheint es 
jedoch naheliegend, dass der BK-Kanal die Fettzellreifung über verschiedene Calcium-
abhängige Signalkaskaden beeinflussen und modulieren kann. 
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
Erste klinische Studien haben einen direkten Zusammenhang zwischen schwerer Adipositas 
und einer massiven Überexpression des BK-Kanals aufgezeigt (Jiao et al., 2011), was den 
BK-Kanal zu einem attraktiven Target zukünftiger Adipositas-Therapien macht. 
Wie vorangegangene Arbeiten am hiesigen Lehrstuhl an Mäusen auf einem Hybrid-
Hintergrund zeigten (Beisan Mohammed, unveröffentlichte Dissertation 2014, 
Pharmazeutisches Institut, Universität Tübingen), kann die globale Deletion des BK-Kanals 
interessanterweise vor einer exzessiven Gewichtszunahme schützen. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit konnten diese initialen Befunde nun auf globale BK-Knockout-
Mausmutanten des kongenen C57/BL6 Mausstamms, sowie auf ein etabliertes Adipositas-
Mausmodell (sogenannte ob/ob-Mäuse) ausgeweitet werden. In beiden Mausmodellen führte 
die Deletion des BK-Kanals zu einem hochsignifikanten Schutz vor exzessiver 
Gewichtszunahme und Fetteinlagerung. 
Auf Grund der Tatsache, dass die globale Deletion des BK-Kanals neben positiven Einflüssen 
auf Körpergewicht und Fetteinlagerung jedoch mit der Manifestation einer Reihe von 
schwerwiegenden Erkrankungen wie cerebellarer Ataxie (Sausbier et al., 2004), Hypertonie 
(Sausbier et al., 2005), Reizblasensymptomatik und Inkontinenz (Sprossmann et al., 2009) 
sowie erektiler Dysfunktion (Werner et al., 2005) assoziiert ist, ist eine globale Deletion oder 
systemische Blocke des Kanals als sinnvolle Strategie zur Therapie von Adipositas dennoch 
vermutlich ungeeignet. Im Zuge dieser Arbeit wurde daher eine gezielte Deletion des 
adipozytären BK-Kanals mittels Cre/loxP Rekombinationssystems verfolgt. Von der effizienten 
Ausschaltung des adipozytären BK-Kanals ging ein hochpotenter Schutz vor übermäßiger 
Fetteinlagerung und Gewichtszunahme unter Hochfettdiät-Fütterung aus. Des Weiteren war 
nach BK-Kanal-Deletion im Sinne eines therapeutischen Ansatzes auch ein positiver Einfluss 
auf Körpergewicht und Körperstruktur in bereits adipösen Subjekten zu beobachten. Diese 
Effekte scheinen weder auf Größenunterschiede der Tiere, noch auf Varianzen der 
Nahrungsaufnahme zurück zu führen zu sein, sondern haben allem Anschein nach primär 
metabolische Ursachen. 
Wie weitreichend die Einflüsse des adipozytären BK-Kanals auf den Metabolismus der Tiere 
sind, wurde bei genauerer Analyse des Phänotypes deutlich: Neben direktem Einfluss auf das 
Körpergewicht und den Körperfettanteil sind auch die Adipozyten selbst in ihrer Morphologie 
verändert. Die Fettzellgröße in iWAT von adipoBKL2/L1-Tieren ist gegenüber Kontrolltieren 
ebenso signifikant verringert, wie auch die Konzentration des proinflammatorischen Zytokins 
IL-6 in diesen Geweben. Dies wiederum legt die Expansion gesunder, kleiner und 
entzündungsfreier Fettzellen (Mitschke et al., 2013) bei Abwesenheit des adipozytären BK-
Kanals nahe. Darüber hinaus konnte durch genetische Ausschaltung des Kanals auch einer 
verschlechterten Glucosetoleranz sowie der Entstehung einer Insulinresistenz vorgebeugt 
werden. So scheint die Deletion des adipozytären BK-Kanals effektiv vor der Entstehung eines 
metabolischen Syndroms unter hochkalorischen Bedingungen zu schützen. Darüber hinaus 
profitierte auch die Leber als ein weiteres metabolisch aktives Gewebe von der BK-Kanal-
Deletion: Die Entstehung einer NAFLD konnte genauso effektiv verhindert werden, wie eine 
übermäßige Autophagie in Hepatozyten. 
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Über welche mechanistischen Signalwege die Deletion des adipozytäre BK-Kanal zu diesem 
schlanken und metabolisch gesünderen Phänotyp führt, bedarf allerdings noch weiterer 
Untersuchungen. Möglicherweise liegt die Ursache jedoch in einem Anstieg von Browning und 
BAT-Aktivität in Folge der BK-Kanal-Deletion begründet, was zu einem Anstieg im 
Energieverbrauch der Tiere führen würde. Dies hätte wiederum einen positiven Einfluss auf 
die Energiehomöostase der Tiere. Hinweis hierauf ist neben der signifikant gesteigerten 
Körpertemperatur der adipoBKL2/L1-Tiere nach Hochfett-Diät auch die ebenfalls signifikant 
gesteigerte Expression des braunen Fettzellmarkers Ucp1 im iWAT dieser Tiere, welches 
sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Level nachgewiesen werden konnte. Darüber hinaus 
konnte auch eine Hypertrophie brauner Adipozyten, welche möglicherweise ähnlich wie in 
weißen Fettzellen mit deren Funktionsverlust einhergeht (Pouliot et al., 1992; Feng et al., 2013; 
Pellegrinelli et al., 2016), durch die genetische BK-Kanal Modifikation verhindert werden. 
Alle diese im Zuge dieser Arbeit erstmals gewonnenen Befunde und Ergebnisse legen den 
Schluss nahe, dass die Deletion des adipozytären BK-Kanals weitreichende positive Einflüsse 
auf Körpergewicht und metabolische Gesundheit zur Folge hat. Da die Gewebs-spezifische 
Exzision des Kanals außerdem nicht mit den systemischen Nebenwirkungen einer globalen 
Kanal-Deletion einhergeht, könnte hierin ein äußerst attraktiver und vielversprechender neuer 
Therapieansatz begründet liegen. 
Außer Frage steht jedoch, dass zuvor weitere Untersuchungen notwendig sind um 
insbesondere die mechanistischen Ursachen des schlanken Phänotypes der BK-defizienten 
Tiere näher zu untersuchen. Insbesondere die genauen Effektoren und Interaktoren des BK-
Kanals in braunen und weißen Fettgeweben müssen hierfür identifiziert und näher 
charakterisiert werden. Vielversprechende Targets könnten an dieser Stelle TRP-Kanäle, 
insbesondere TRPV4-Kanäle darstellen. Diese werden wie BK-Kanäle sowohl in 
Präadipozyten als auch reifen Fettzellen exprimiert (Ye et al., 2012; Bishnoi et al., 2013; 
Palmer and Lunn, 2013; Che et al., 2014; Sanchez et al., 2016) und interagieren in 
verschiedenen Geweben nachweislich auch mit BK-Kanälen (Fernandez-Fernandez et al., 
2008; Hdud et al., 2014b, a; Li et al., 2016).  
Im Hinblick auf Auswirkungen der BK-Kanal-Deletion auf das Browning weißer Fettdepots oder 
eine vermehrte Aktivierung von BAT könnten beispielsweise weitere Untersuchungen zur 
Expression klassischer Browning-Marker in vivo und in vitro durchgeführt werden. Darüber 
hinaus könnten mit Hilfe von FDG-PET-Untersuchungen oder Messung der neuronalen 
Aktivität in BAT weitere Einblicke in dessen metabolische und thermogenetische Funktionalität 
in Abhängigkeit der BK-Kanal-Expression sowie den hierdurch bedingten Veränderungen der 
BAT-Zellgröße gewonnen werden. Ein weiterer Ansatz zur mechanistischen Aufklärung der 
Auswirkung der adipozytären BK-Kanal-Deletion liegt auch in Metabolom-Untersuchungen 
(Daten nicht gezeigt), welche im Rahmen dieser Arbeit bereits begonnen werden konnten. 
Diese könnten potentielle Veränderungen hinsichtlich der Verstoffwechslung verschiedener 
Nährstoffe aufdecken und somit zu einem besseren Verständnis der mechanistischen 
Grundlagen des Schutzes vor Adipositas und deren Folgeerkrankungen beitragen. 
  




Suppl. Abb. 1: Immunhistochemischer Nachweis von BK und HSL mittels DAB-Methode 
Immunhistochemischer Nachweis verschiedener Proteine in Gefrierschnitten aus epididymalem 
Fettgewebe (eWAT) mittels DAB-Methode (braune Färbung). BK-Kanal (linke Spalte) kann im eWAT 
von Wildtyp-Tieren (BK+/+), nicht jedoch im Gewebe von BK-Kanal-defizienten Tieren (BKL1/L1) detektiert 
werden. Nachweis des Fettzellmarkers Hormonsensitive Lipase (HSL) in beiden Genotypen (mittlere 
Spalte) verifiziert die Identität von Fettgewebe. Die Negativkontrolle (rechte Spalte) ohne 
Primärantikörper zeigt keine Braunfärbung und somit die Spezifität der Methode. Maßstabsbalken 




Suppl. Abb. 2: Größenparameter globaler BK-Tiere 
Zunahme des Körpergewichtes (Δ Körpergewicht) unter Kontrolldiät (CD, offene Symbole) und 
Hochfettdiät (HFD, gefüllte Symbole) über einen Zeitraum von 20 Wochen (Alter von 10 Wochen bis 30 
Wochen). Die absolute (A) ebenso wie die prozentuale (B) Zunahme des Körpergewichtes ist sowohl 
unter CD (BK+/+ n=15, BKL1/L1 n=14) als auch unter HFD (BK+/+ n=34, BKL1/L1 n=29) in BKL1/L1 signifikant 
reduziert. (C) Hochsignifikant reduzierte Tibialänge in BKL1/L1 (CD n=6, HFD n=11) gegenüber BK+/+-
Tieren (CD n=9, HFD n=20) sowohl unter CD- als auch HFD-Fütterung. (D) Analyse der Gewichte von 
epididymalem Fettgewebe (eWAT), interscapularem Fett (intWAT), braunem Fettgewebe (BAT), 
mesenterischem Fett (mWAT) und Leistenfett (iWAT) sowie die daraus resultierende Gesamtmasse 
(gesamt). Die absolute Masse aller untersuchten Fettdepots ist in BKL1/L1 (n=12) hochsignifikant 
reduziert gegenüber BK+/+ (n=20). (E) Der durchschnittliche Futterkonsum, ermittelt in modifizierten 
metabolischen Käfigen, unterscheidet sich zwischen Kontrolltieren (BK+/+, blau) und BK-Kanal-
defizienten Tieren (BKL1/L1, rot), sowohl unter Kontrolldiät-Fütterung (CD, offene Symbole), als auch 
unter Hochfettdiät (HFD, gefüllte Symbole) nach Fütterungsversuch im Alter von 30 Wochen nicht.  
(A-E) Abbildungen zeigt Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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Suppl. Abb. 3: Sucrose-Fütterung globaler BK-Tiere 
(A) Gewichtsentwicklung von Wildtyp-Tieren (BK+/+) und global BK-Kanal-defizienten Mäusen (BKL1/L1) 
unter Hochkohlenhydratdiät (30% Sucrose). Die Dauer der Sucrose-Fütterung wird durch einen 
schwarzen Balken dargestellt. Die BK+/+-Tiere (blau, n=7) zeigen über den gesamten Versuchszeitraum 
ein hochsignifikant erhöhtes Körpergewicht gegenüber ihren BKL1/L1-Wurfgeschwistern (rot, n=6) (** 
Woche 10-12 sowie 16-30, *** Woche 13-15). (B) Die prozentuale Körpergewichtszunahme (Δ 
Körpergewicht [%]) scheint in BKL1/L1 ebenfalls reduziert (* Woche 30). (C) Das Gewicht 
unterschiedlicher Fettdepots, normiert auf die Tibialänge (TL), ist nach Sucrose-Fütterung in BKL1/L1 in 
epididymalem Fett (eWAT), interscapularem weißem Fett (intWAT), braunem Fettgewebe (BAT), 
mesenterischem Fettgewebe (mWAT) sowie Leistenfett (iWAT) signifikant verringert, wodurch sich auch 
die Summe der untersuchten Fettdepots (gesamt) signifikant von BK+/+-Tieren unterscheidet. Die 
absolute Zunahme des Körpergewichtes (D) über den Versuchszeitraum ist in BKL1/L1 gegenüber BK+/+ 
ebenso reduziert, wie das auf die Tibialänge bezogene Lebergewicht (E) und die Tibialänge selbst (F). 




Suppl. Abb. 4: Telemetrische Erfassung von Körpertemperatur und Aktivität globaler BK-Tiere 
Mittels telemetrischer Messung erfasste Körpertemperatur und lokomotorische Aktivität von 30 Wochen 
alten globalen BK-Kanal-Knockout Mäusen (BKL1/L1) und Wildtyp-Kontrollen (BK+/+) unter Kontrolldiät 
(CD, offene Symbole) und Hochfettdiät (HFD, gefüllte Symbole). Die Haltung der Tiere erfolgt innerhalb 
eines 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus (7h-19h). (A) Darstellung der Körpertemperatur im Tagesprofil 
unter CD zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen BK+/+ (blau, n=4) und BKL1/L1 (rot, n=4). (B) 
Die gemittelte Körpertemperatur über Nacht (19h-7h), Tag (7h-19h) oder 24h (7h-7h) ist nicht signifikant 
unterschiedlich zwischen den beiden Genotypen. (C) Die Aktivität der Tiere im Tagesverlauf 
unterscheidet sich zwischen BKL1/L1 und BK+/+ nicht. (D) Auch die gemittelte Aktivität während der Nacht, 
dem Tag oder innerhalb 24h ist nicht verschieden. (E) Darstellung der Körpertemperatur im Tagesprofil 
unter HFD zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen BK+/+ (blau, n=6) und BKL1/L1 (rot, n=6). (F) 
Die gemittelte Körpertemperatur über Nacht (19h-7h), Tag (7h-19h) oder 24h (7h-7h) ist nicht signifikant 
unterschiedlich zwischen den beiden Genotypen. Die Aktivität der BKL1/L1- und BK+/+-Tiere unterscheidet 
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sich im Tagesverlauf (G) genauso wenig, wie die gemittelte Aktivität (H) während der Nacht, dem Tag 
oder innerhalb 24h. (A-H) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). 
 
Suppl. Abb. 5: Untersuchung zur Reifung und Fettakkumulation von Präadipozyten-Kulturen 
(A-D) Untersuchungen an Kulturen aus epididymalem Fettgewebe (eWAT) (A) Analyse der BK 
messenger RNA-Expressionen (mRNA) mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR), normiert auf β-
Supplement 
190 
Aktin, vor Induktion (Tag 4-5) der Fettzellreifung (offene Balken) sowie an Tag 14 der Kultur (nach 
Induktion, gefüllte Balken). Positivproben (+RT) sind durchgehend gefärbt, Negativkontrollen ohne 
reverse Transkriptase (-RT) gestreift. Die Signalstärke der BKL1/L1 (rot) unterscheidet sich hierbei weder 
vor noch nach Induktion von jener, der Negativkontrollen. Die BK mRNA-Expression von BK+/+ (blau) ist 
sowohl vor als auch nach Induktion signifikant höher. (B) Western Blot Analyse von BK-Kanal und 
Glucosetransporter 4 (GLUT4) zeigt stärkere Protein-Expression in reifen Adipozyten gegenüber 
Präadipozyten. (C) Deutlich stärkere Ionenströme in reifen Adipozyten (schwarze Kreise), verglichen 
mit Fettvorläuferzellen (weiße Kreise). (D) Untersuchung verschiedener Browning- und 
Fettzellreifungsmarker in eWAT-Kulturen vor Induktion und am Ende der Kulturen (d14). Vor Induktion 
sind keine Unterschiede in der mRNA-Expression von Uncoupling Protein 1 (Ucp1), PR-Domäne 
enthaltendes Protein 16 (Prdm16), PPARγ-Coaktivator 1α (PGC1α), Peroxisom-Proliferator-aktivierter 
Rezeptor γ (PPARγ), Adipozyten-Differenzierungs- und Determinierungsfaktor 1 (ADD1) sowie 
Adiponektin (APN) zwischen BK+/+-Kulturen (n=5) und BKL1/L1-Kulturen (n=5) feststellbar. Nach 
Induktion sind APN und ADD1 in BK+/+ (n=6) signifikant reduziert gegenüber BKL1/L1 (n=3). Angegeben 
sind die gemittelten 2-Δc(t)-Werte (MW) ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05; ** p < 0,01. (E) 
Lichtmikroskopische Aufnahmen von Ölrot-gefärbten, repräsentativen Ausschnitten einer ausgereiften 
Präadipozyten-Kultur aus iWAT unter Zusatz von 8-Br-cGMP (100 µM Endkonzentration) zeigt eine 
deutlich erhöhte Anzahl an Ölrot gefärbten Fettzellen in BKL1/L1-Kulturen gegenüber BK+/+. (F) 
Übersichtsaufnahmen der Kulturgefäße zeigen ebenfalls eine vermehrte Rotfärbung der BKL1/L1 
Zellkultur-Platten nach Ölrot-Färbung. (G) Photometrische Bestimmung des relativen Ölrot-Gehaltes 
(518 nm), normiert auf BK+/+ (n=8), zeigt eine tendenziell erhöhte Ölrot-Akkumulation (p=0,08) in BKL1/L1-
Zellkulturen (rot, n=7) gegenüber BK+/+ (blau). Die Zugabe von 8-Br-cGMP erhöhte sowohl in BK+/+ 
(hellblau, n=7) als auch in BKL1/L1-Kulturen (orange, n=7) den relativen Ölrot-Gehalt. (B, C) Die Versuche 
wurden von der Arbeitsgruppe um Mike Shipston (Universität Edinburgh, UK) durchgeführt. 
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Suppl. Abb. 6: Untersuchung von weiblichen BK X ob/ob Doppelmutanten 
(A) Gewichtsentwicklung von weiblichen Wildtyp-Tieren (BK+/+ lean, blau offene Symbole) und global 
BK-Kanal-defizienten Mäusen (BKL1/L1 lean, rot offene Symbole) sowie BK+/+ ob/ob (blau ausgefüllte 
Symbole) und BKL1/L1 ob/ob Doppelmutanten (rot ausgefüllte Symbole) mit Chow-Fütterung. BK+/+-Tiere 
(n=22) zeigen über den gesamten Versuchszeitraum ein hochsignifikant erhöhtes Körpergewicht 
gegenüber ihren BKL1/L1-Wurfgeschwistern (n=20). Auch bei den Doppelmutanten führt die Deletion des 
BK-Kanals zu einer hochsignifikanten Reduktion des Körpergewichtes in BKL1/L1 ob/ob (n=12) 
gegenüber BK+/+ ob/ob (n=29). (B) Das auf die Tibialänge (TL) normierte finale Körpergewicht im Alter 
von 24 Wochen, ist in BKL1/L1 (n=13) hochsignifikant reduziert gegenüber BK+/+ (n=14). Darüber hinaus 
resultiert die Deletion des BK-Kanals auch in BKL1/L1 ob/ob (n=6) in einer hochsignifikanten Reduktion 
des Körpergewichtes gegenüber BK+/+ ob/ob (n=20). (C) Repräsentative Fotos von Tieren im Alter von 
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24 Wochen. (D) Die Analyse der Körperstruktur mittels Soxhlet-Fettextraktion zeigt signifikante 
Gewichts-Reduktionen des Wasser- und Fettanteils in BKL1/L1 ob/ob (n=4) verglichen mit BK+/+ ob/ob 
(n=6). (E) Repräsentative Darstellung von braunem Fettgewebe (BAT), epididymalem Fett (eWAT) und 
Leistenfett (iWAT) der verschiedenen Genotypen im Alter von 24 Wochen. (F) Das Gewicht 
unterschiedlicher Fettdepots, normiert auf die Tibialänge (TL), ist in schlanken BKL1/L1 (n=13) in 
mesenterischem Fett (mWAT) und iWAT signifikant erniedrigt gegenüber schlanken BK+/+-Tieren 
(n=14). Bei den global BK-defizienten Doppelmutanten (n=6) ist gegenüber den BK+/+ ob/ob Tieren 
(n=20) eine hochsignifikante Reduktion der, auf die Tibialänge normierten, Fettmasse in intWAT, mWAT 
und iWAT zu beobachten, während sich das eWAT-Gewicht nicht unterscheidet. Die Masse an BAT ist 
in BKL1/L1 ob/ob Tieren im Vergleich zu BK+/+ ob/ob Mäusen ebenfalls tendenziell erniedrigt (p=0,057). 
(G) Die Untersuchung des Glucose-Stoffwechsels mittels intraperitonealem Glucose-Toleranz-Test (i.p. 
GTT) zeigt leicht erhöhte Blutglucose-Spiegel in BKL1/L1 ob/ob (n=5) gegenüber BK+/+ ob/ob Tieren 
(n=6). (H) Die Deletion des BK-Kanals erzielt sowohl in lean Kohorten als auch bei den BK ob/ob 
Doppelmutanten eine hochsignifikante Reduktion des Lebermasse/TL-Quotienten. (I) Die Tibialänge der 
schlanken BK+/+-Tiere ist signifikant höher, als die der schlanken BKL1/L1 Tiere. Zwischen den 
Doppelmutanten ist kein signifikanter Unterschied in der Tibialänge vorhanden, jedoch ist in BK+/+ ob/ob 
eine hochsignifikante Reduktion der TL sowohl gegenüber schlanken BK zu verzeichnen (Signifikanz 
dargestellt durch #). (A-I) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). * p < 0,05; **/## p < 
0,01; *** p < 0,001. (C, E) Maßstabsbalken entsprechen 2 cm. 
 
 
Suppl. Abb. 7: Absolutes Körpergewicht und Tibialänge von adipoBK nach CD oder HFD 
(A) Zunahme des absoluten Körpergewichts unter Kontrolldiät (CD, offene Symbole) unterscheidet sich 
nicht zwischen Adipozyten-spezifischen BK-Kanal-Knockout Tieren (adipoBKL2/L1, rot, n=16) gegenüber 
Wildtyp-Kontrollen (adipoBKL2/+, blau, n=20). Unter Hochfettdiät (HFD, gefüllte Symbole) ist die 
Gewichtszunahme in adipoBKL2/+ (n=18) signifikant erhöht gegenüber adipoBKL2/L1 (n=21). (B) Die 
Tibialänge der Genotypen unterscheidet sich unter keiner Diät. (A, B) Die Abbildungen zeigen 
Mittelwerte ± Standardfehler (SEM). ** p < 0,01. 
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Suppl. Abb. 8: Ablation des BK-Kanals in Adipozyten als Therapieoption bei bestehender 
Adipositas  
Untersuchung der Auswirkung einer späten (Woche 19-20) Deletion des BK-Kanals in Adipozyten durch 
Tamoxifen-Injektion, auf die Entwicklung von Körpergewicht und Fettmassen in Kontrolltieren 
(adipoBKL2/+) und Adipozyten-spezifischen BK-Knockout-Tieren (adipoBKL2/L1) bei Hochfettdiät (HFD)-
Fütterung. (A) Das Gewicht von braunem Fettgewebe (BAT), mesenterischem Fett (mWAT), und 
Leistenfett (iWAT), normiert auf die Tibialänge (TL), ist in adipoBKL2/L1 (rot, n=22) signifikant verringert 
gegenüber adipoBKL2/+ (blau, n=14). In interscapularem Fett (intWAT), perirenalem Fett (pWAT) sowie 
der Summe der untersuchten Fettdepots (gesamt) ist ebenfalls eine tendenzielle Reduktion der 
Fettmasse in adipoBKL2/L1 zu beobachten. (B) Der prozentuale Anstieg des Körpergewichtes über den 
Versuchszeitraum ist in adipoBKL2/L1 vermindert. (C) Die beiden Genotypen zeigen keine Unterschiede 






Suppl. Abb. 9: Telemetrische Erfassung von Körpertemperatur und lokomotorischer Aktivität in 
adipoBK-Tieren 
Mittels telemetrischer Messung erfasste Körpertemperatur und lokomotorische Aktivität von 10-12 
Wochen alten Adipozyten-spezifischen BK-Kanal-Knockout Mäusen (adipoBKL2/L1) und Wildtyp-
Kontrollen (adipoBKL2/+) unter Kontrolldiät (CD, offene Dreiecke) und Hochfettdiät (HFD, offene Kreise). 
Die Haltung der Tiere erfolgt innerhalb eines 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus (7h-19h). (A) 
Darstellung der Körpertemperatur im Tagesprofil unter CD zeigt keine signifikanten Unterschiede 
zwischen adipoBKL2/+ (blau, n=6) und adipoBKL2/L1 (rot, n=6). (B) Die gemittelte Körpertemperatur über 
Nacht (19h-7h), Tag (7h-19h) oder 24h (7h-7h) ist nicht signifikant unterschiedlich zwischen den beiden 
Genotypen. (C) Die Aktivität der Tiere im Tagesverlauf unterscheidet sich zwischen adipoBKL2/L1 und 
adipoBKL2/+ nicht. (D) Auch die gemittelte Aktivität während der Nacht, dem Tag oder innerhalb 24h ist 
nicht verschieden. (E) Darstellung der Körpertemperatur im Tagesprofil unter HFD zeigt keine 
signifikanten Unterschiede zwischen adipoBKL2/+ (blau, n=6) und adipoBKL2/L1 (rot, n=6). (F) Die 
gemittelte Körpertemperatur über Nacht (19h-7h), Tag (7h-19h) oder 24h (7h-7h) ist nicht signifikant 
unterschiedlich zwischen den beiden Genotypen. Die Aktivität der adipoBKL2/L1- und adipoBKL2/+-Tiere 
unterscheidet sich im Tagesverlauf (G) genauso wenig, wie die gemittelte Aktivität (H) während der 
Nacht, dem Tag oder innerhalb 24h. (A-H) Abbildungen zeigen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM).  
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